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ABSTRACT
A s i n g l e  i n t r a p e r i t o n e a 1 i n j e c t i o n  o f  s h e e p  r e d  b l o o d  c e l l s  i n  
s p o t ,  L e i o s t omus x a n t h u r u s  L a c e p e d e ,  e l i c i t e d  s i g n i f i c a n t  seryym 
a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  w i t h i n  25 d a y s  a t  a t e m p e r a t u r e  r a n g e  o f  25-27  C 
and 1 7 p p t  s a l i n i t y .  Serum a n t i b o d i e s  we r e  f i r s t  d e t e c t e d  10 days  p o s t ­
i n j e c t i o n  u s i n g  t h e  m i c r o t i t e r  a g g l u t i n a t i o n  t e s t .  The r a t e  o f  
a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  was d o s e - d e p e n d e n t .  S i m i l a r  maximum t i t e r s  w e r e  
o b t a i n e d  a f t e r  25 d a y s  w i t h  a l l  a n t i g e n  c o n c e n t r a t i o n s  i n j e c t e d .  
N a t u r a l  h e m a g g l u t i n i n s  were  v e r y  low.  S p o t  d i d  n o t  a p p e a r  a d v e r s e l y  
a f f e c t e d  by c a p t i v i t y ,  o r  e x p e r i m e n t a l  m a n i p u l a t i o n .
T h i s  h umor a l  immune t e s t  model  was u s e d  t o  e v a l u a t e  t h e  i m p a c t  o f  
p o l y a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n  c o n t a m i n a t e d  s e d i m e n t s  f rom t h e  E l i z a b e t h  
R i v e r  on t h e  c ompe t enc e  o f  s p o t  t o  p r o d u c e  a n t i b o d i e s .  F i s h  e x p o s e d  
c o n t i n u o u s l y  t o  c o n t a m i n a t e d  s e d i m e n t s  showed s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  
a n t i b o d y  l e v e l s  25 days  p o s t - i n j e c t  i o n  t h a n  t h o s e  e x p o s ed  t o  r e f e r e n c e  
s e d i m e n t s .  O v e r a l l  a n t i b o d y  l e v e l s  we r e  low.  P o l l u t a n t - e x p o s e d  f i s h  
a l s o  showed a l t e r e d  f e e d i n g  b e h a v i o r ,  h y p e r a c t i v i t y ,  e m a c i a t i o n ,  a n d  
g r o s s  d a m a g e  t o  g i l l s ,  f i n s ,  s k i n ,  a n d  l i v e r .  F i s h  e x p o s e d  t o  
r e f e r e n c e  s e d i m e n t s  e x i b i t e d  few p a t h o l o g i c a l  s i g n s .
ANTIBODY PRODUCTION IN SPOT (LEIOSTOMUS XANTHURUS LACEPEDE) : A MODEL 
TO TEST THE IMPACT OF ELIZABETH RIVER SEDIMENTS ON THE HUMORAL IMMUNE 
SYSTEM OF FISH.
INTRODUCTION
Wat e r  q u a l i t y  i n  t h e  E l i z a b e t h  R i v e r
The  E l i z a b e t h  R i v e r ,  a s o u t h e r n  t r i b u t a r y  o f  t h e  James  R i v e r ,  
o pe ns  i n t o  Hampton Roads  i n  t h e  l o we r  C h e s ap e a k e  Bay.  I t  c o n s i s t s  o f  a 
m a i n  s t e m  s t a r t i n g  a t  S e w e l l ' s  p o i n t  and  Cr aney  I s l a n d  and  d i v i d e s  t o  
t h e  s o u t h  i n t o  f o u r  s u b t r i b u t a r y  a r m s :  t h e  L a f a y e t t e  r i v e r  a n d  t h e  
E a s t e r n ,  W e s t e r n ,  and  S o u t h e r n  B r a n c h e s  ( F i g u r e  1 ) .  T h i s  r i v e r  s y s t e m 
i s  a m a j o r  w a t e r  q u a l i t y  p r ob l e m  i n  t h e  l ower  Ch es ap e a k e  Bay ( G i l i n s k i  
a n d  R o l a n d ,  1 9 8 3 a ) “; S i n c e  t h e  f o u n d i n g  o f  N o r f o l k  i n  t h e  l a t e  1 9 0 0 ' s ,  
i t  h a s  been  t h e  s i t e  o f  i n c r e a s i n g  w a t e r b o r n  t r a n s p o r t a t i o n ,  d o c k i n g  
f a c i l i t i e s ,  n a v a l ,  m u n i c i p a l ,  and comme r c i a l  w a s t e w a t e r  d i s c h a r g e s ,  
and u r b a n  s t o r m v a t e r  r u n o f f  ( N e i l s o n  and S t u r m,  1 9 7 8 ) .  In  1980,  13 , 166  
a v . l b . / d a y  o f  b i o l o g i c a l  o x y g e n  d e m a n d ,  a n d  1 8 , 0 5 0  a v . l b . / d a y  o f  
o r g a n i c  p o l l u t a n t s  we r e  d i s c h a r g e d  i n t o  t h e  r i v e r  ( Commonwea 1 1 h o f  
V i r g i n i a ,  S t a t e  W a t e r  C o n t r o l  B o a r d ,  1 9 8 1 ) .  C u r r e n t l y  48 i n d u s t r i a l  
and 15 d o m e s t i c  p o i n t  s o u r c e s  a l o n g  t h e  r i v e r ,  a s  w e l l  a s  n u m e r o u s  
n o n - p o i n t  s o u r c e s  o f  p o l l u t i o n  e x i s t  w i t h i n  t h e  300 s q u a r e  m i l e s  o f  
d r a i n a g e  a r e a  ( G i l i n s k i  and R o l a n d ,  1 9 8 3 a ) .
The  E l i z a b e t h  R i v e r  h a s  p a o r  f l u s h i n g  c h a r a c t e r i s t i c s ,  due t o  
s l i g h t  t o p o g r a p h i c  r e l i e f ,  w e a k  s a l i n i t y  g r a d i e n t ,  a n d  l i m i t e d  
g r a v i t a t i o n a l  c i r c u l a t i o n  ( N e i l s o n  and S t u r m,  1 9 7 8 ) ,  c a u s i n g  i n c r e a s e d  
r e s i d e n c e  t i m e  o f  p o l l u t a n t s  a n d  s e d i m e n t s .  The l i m i t e d  s o u r c e  o f
2
f r e s h w a t e r  i s  t h e  G r e a t  Di smal  Swamp d r a i n a g e ,  r e g u l a t e d  by t h e  Corps  
o f  E n g i n e e r s ,  a n d  s t o r m w a t e r  r u n o f f .  ( N e i l s o n  a n d  S t u r m ,  1 9 7 8 ) .  
W h e r e a s  a n y  n o x i o u s  m a t e r i a l s  d i s c h a r g e d  n e a r  t h e  mouth  o f  t h e  r i v e r  
a r e  removed r a p i d l y  f r o m  t h e  s y s t e m  by  t i d a l  e x c h a n g e ,  p o l l u t a n t s  
r e l e a s e d  f u r t h e r  u p r i v e r  ( e g .  t h e  S o u t h e r n  Br a n c h )  may t a k e  s e v e r a l  
d a y s  t o  r e a c h  t h e  mouth  ( N e i l s o n  and S t u r m,  1 9 7 8 ) .  C o n s t r u c t i o n  o f  t h e  
C r a n e y  I s l a n d  d r e d g e  s p o i l  d i s p o s a l  a r e a  n e a r  t h e  mouth h a s  f u r t h e r  
r e d u c e d  f l u s h i n g  and t r a p p e d  p o l l u t a n t s  w i t h i n  t h e  s y s t e m.
P o o r  w a t e r  q u a l i t y ,  p a r t i c u l a r l y  i n  t h e  S o u t h e r n  B r a n c h  i s  
a t t r i b u t e d  t o  low d i s s o l v e d  o x y g e n  ( D . O . ) ,  p a r t i c u l a r l y  d u r i n g  t h e  
s u m m e r  m o n t h s ,  h i g h  t o t a l  p h o s p h a t e  a n d  n i t r o g e n  v a l u e s ,  h i g h  
t e m p e r a t u r e s  f r o m  c o o l i n g  w a t e r  d i s c h a r g e s ,  h i g h  h e a v y  m e t a l  
c o n c e n t r a t i o n s  ( e g .  a r s e n i c ,  cadmium,  chromium,  c o p p e r ,  l e a d ,  m e r c u r y ,  
n i c k e l ,  and z i n c )  i n  t h e  w a t e r  column and i n  s e d i m e n t s ,  and v e r y  h i g h  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s  (10 t o  200 ppm) i n  s e d i m e n t s  
( C r o n i n  e t  a l . ,  1977 ; B i e r i  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  L u , 1 9 8 2 ;  G i l i n s k i  a n d  
R o l a n d  , 1 9 8 3 ) .  As a  r e f e r e n c e ,  t h e  Y o r k  R i v e r  s e d i m e n t s  c o n t a i n
a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n  c o n c e n t r a t i o n s  o f  7 t o  10 ppm.
Impac t  o f  p o l l u t i o n  i n  t h e  E l i z a b e t h  R i v e r  on b i o l o g i c a l  communi t i e s
S t u d i e s  o f  b e n t h i c  p o p u l a t i o n s  show t h a t  t h e y  a r e  d o m i n a t e d  by 
p o l l u t i o n  t o l e r a n t  o r g a n i s m s  s u c h  a s  p o l y c h a e t e s ,  and o l i g o c h a e t e s  
( B o e s c h ,  1 9 7 1 ) .  S c h a f f n e r  a n d  f ) i a z  ( 1 9 8 2 )  f o u n d  low d i v e r s i t y  i n  
b e n t h i c  p o p u l a t i o n s  i n d i c a t i v e  o f  p o l l u t i o n  s t r e s s .  Amer i can  o y s t e r  
and h a r d  s h e l l  c l a m,  c o m m e r c i a l l y  i m p o r t a n t  i n v e r t e b r a t e s ,  a r e  p r e s e n t  
i n  v e r y  l ow n u m b e r s  i n  t h e  E l i z a b e t h  R i v e r  ( H a m p t o n  R o a d s  En e r gy
Company,  1 9 7 7 ) .  Wat e r  q u a l i t y  d e g r a d a t i o n  p a r t i c u l a r l y  f rom w a s t e w a t e r  
d i s c h a r g e s  h a s  ma de  p o r t i o n s  o f  t h e  r i v e r  u n s u i t a b l e  f o r  c o mme r c i a l  
s h e l l f i s h  p u r p o s e s  s i n c e  1914 ( S m i t h ,  1950)  and i n  1982,  t h e  r i v e r  was 
c o m p l e t e l y  c l o s e d  f o r  h a r v e s t i n g  o f  s h e l l f i s h  ( C o m m o n w e a l t h  o f  
V i r g i n i a ,  S t a t e  W a t e r  C o n t r o l  B o a r d ,  1 9 8 1 ) .  H i g h  l e v e l s  o f  z i n c ,  
c a d m i u m ,  a n d  c o p p e r  a r e  f ound  i n  o y s t e r  t i s s u e s  ( G i l i n s k i  and R o l a n d ,  
1 9 8 3 b ) .
L i t t l e  d a t a  e x i s t  on  f i n f i s h  s p e c i e s  p r e s e n t ,  t h e i r  a b u n d a n c e ,  
and m i g r a t i o n  p a t t e r n s  i n  t h e  E l i z a b e t h  R i v e r .  The  Ha mp t on  R o a d s  
E n e r g y  C o m m i s s i o n  r e p o r t  f o r  1977 s t a t e s  t h a t  t h e  mos t  common f i s h  
s p e c i e s  i n  t h e  r i v e r  a r e  s p o t  ( L e i o s t o m u s  x a n  t  h u r ; u  s;) , A t l a n t i c  
m e n h a d e n  ( B r e v o o r  t  i a  _txr  a r m u ^  ) , b a y  a n c h o v y  ( Ajich o a  m_i t c h  i  1 l . i  ) , 
A t l a n t i c  s i l v e r  s i d e  ( M e n i d i a  m e j n j i d  i_a) , a n d  h o g c h o k e r  ( T r i n e c t e s  
m a c u l a t u s )  w i t h  s e a s o n a l  v a r i a t i o n s  i n  t h e i r  a b u n d a n c e .  F i s h  
p o p u l a t i o n s  i n  t h e  E l i z a b e t h  R i v e r  a r e  b e l o w  c o m m e r c i a l  f i s h e r i e s  
l e v e l s  ( D e p a r t m e n t  o f  t h e  Army, 1 9 7 4 ) .
S t u d i e s  c o n d u c t e d  a t  t h e  V i r g i n i a  I n s t i t u t e  o f  M a r i n e  S c i e n c e  
show t h a t  f i s h e s  f r o m  t h e  S o u t h e r n  B r a n c h  o f  t h e  E l i z a b e t h  R i v e r  
e x i b i t  c h r o n i c ,  i d i o p a t h i c  s i g n s  o f  d i s e a s e  ( e g .  g i l l  d a m a g e ,  
p a n c r e a t i c  n e c r o s i s ,  and i m p a i r e d  c e l l u l a r  immuni ty  a s  c h a r a c t e r i z e d  
by r e d u c e d  p h a g o c y t i c  a c t i v i t y  o f  m a c r op h a g e s  i n  c o m p a r i s o n  t o  f i s h e s  
f rom t h e  more p r i s t i n e  Ware R i v e r  (Weeks and W a r r i n e r ,  1984;  H a r g i s  e t  
a l . ,  i n  p r e s s ) .  L a b o r a t o r y  e x p e r i m e n t s  show t h a t  e x p o s u r e  t o  w a t e r  
a s s o c i a t e d  w i t h  P A H - c o n t a m i n a t e d  E l i z a b e t h  R i v e r  s e d i m e n t s  ( 3 . 9  
m i l l i o n  ppb o f  low and h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  PAHs) k i l l s  s p o t  i n  8 t o  
28 d a y s .  C h r o n i c  t o x i c i t y  t e s t s  show t h a t  s p o t  expos ed  t o  E l i z a b e t h  
R i v e r  s e d i m e n t s  d e v e l o p  s k i n  l e s i o n s ,  f i n  e r o s i o n ,  o c u l a r  o p a c i t y ,  and
g i l l  a n d  l i v e r  a b n o r m a l i t i e s  w i t h i n  t h r e e  w e e k s .  They a l s o  become 
a n emi c  and s t o p  f e e d i n g  ( H a r g i s  e t  a l . ,  i n  p r e s s ) .
Spo t
S p o t ,  L_e_iostomu_s x a n t h u r u s  L a c e p e d e ,  a me mber  o f  t h e  F a m i l y  
S c i a e n i d a e ,  i s  a m a r i n e  m i g r a n t ,  m e s o p o l y h a l i n e , b o t t o m f e e d i n g  f i s h  
i m p o r t a n t  t o  comme r c i a l  and  s p o r t  F i s h e r i e s  i n  t h e  C h e s a p e a k e  B a y .  
S p o t  h a v e  b r o a d  t e m p e r a t u r e  a n d  s a l i n i t y  r a n g e s  w h i c h  p e r m i t  wi de  
d i s t r i b u t i o n  i n  t h e  Bay ( P a c h e c o ,  1 9 5 7 ;  P a r k e r ,  1 9 7 1 ) .  T h e y  a r e  
a b u n d a n t  i n  " c l e a n "  a n d  h e a v i l y  p o l l u t e d  w a t e r s  i n c l u d i n g  t h e  
E l i z a b e t h  R i v e r .  T h e i r  f e e d i n g  h a b i t s  and l i f e  h i s t o r y  w i t h i n  t h e  Bay 
make  t h e m  p a r t i c u l a r l y  s u s c e p t i b l e  t o  c h r o n i c  e x p o s u r e  t o  s e d i m e n t -  
a s s o c i a t e d  p o l l u t i o n .  Spo t  f e e d  n o n - S e l e c t i v e l y  on e p i -  and i n f a u n a  by 
a g i t a t i n g  t h e  s e d i m e n t  s u r f a c e  and s o r t i n g  o u t  b e n t h i c  p h y t o p l a n k t o n ,  
z o o p l a n k t o n ,  m i c r o c r u s t a c e a n s , and b u r r o w i n g  i n v e r t e b r a t e s  f rom bo t t om 
p a r t i c l e s  u s i n g  i t s  g i l l  r a k e r s .  They a r e  o f t e n  f ound  i n  ca l m,  s h a l l o w  
w a t e r s  w h i ch  p r o v i d e  a g r e a t e r  f ood  s u p p l y .  A d u l t s ,  up  t o  f o u r  y e a r s  
o l d ,  m i g r a t e  o u t  o f  t h e  Bay when w a t e r  t e m p e r a t u r e s  d e c r e a s e  be low 10°  
C, spawn o f f s h o r e ,  and r e t u r n  w i t h  t h e  p o s t - l a r v a e  i n  M a y - J u n e ,  w h e r e  
t h e y  r e m a i n  u n t i l  t h e  n e x t  f a l l .  The young o f  t h e  y e a r  o v e r w i n t e r  and 
r e m a i n  in  t h e  c h a n n e l s  f o r  a b o u t  one y e a r .
T e s t i n g  b i o l o g i c a l  e f f e c t s  of  p o l l u t i o n  on f i s h
I n t e r p r e t i n g  t h e  r e s u l t s  o f  f i e l d  s t u d i e s  on  t h e  i m p a c t  o f  
p o l l u t i o n  i s  d i f f i c u l t  b e c a u s e  o f  t h e  d y n a m i c  i n t e r a c t i o n  o f
6e n v i r o n m e n t a l  and b i o l o g i c a l  v a r i a b l e s .  E s t a b l i s h i n g  d i r e c t  c a u s e  a n d  
e f f e c t  r e l a t i o n s h i p s  i s  p a r t i c u l a r l y  p r o b l e m a t i c  i n  a q u a t i c  t o x i c o l o g y  
w h e r e  s i g n s  o f  p o o r  h e a l t h  i n  o r g a n i s m s  may be  d u e  t o  o n e  o r  many 
p h y s i c a l ,  c h e m i c a l ,  o r  b i o l o g i c a l  f a c t o r s .  T i s s u e  r e s i d u e  
c o n c e n t r a t i o n s  a r e  r e l a t i v e  t o  c o n t a m i n a n t  e x p o s u r e .
L a b o r a t o r y  s t u d i e s  a l l o w  f o r  b e t t e r  c o n t r o l  o f  e n v i r o n m e n t a l  
f a c t o r s  so t h a t  t h e  e f f e c t s  o f  p o l l u t i o n  on o r g a n i s m s  c a n  be e s t i m a t e d  
w i t h  g r e a t e r  c e r t a i n t y  t h a n  t h a t  o b t a i n e d  f rom f i e l d  s t u d i e s .  However ,  
r e s p o n s e s  o b t a i n e d  i n  l a b o r a t o r y  t e s t s  c an  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  f r o m  
f i e l d  r e s u l t s  o w i n g  t o  d i f f e r e n c e s  i n  b i o a v a i l a b i l i t y  o f  p o l l u t a n t s ,  
f e e d i n g  h a b i t s ,  a v o i d a n c e  r e a c t i o n s ,  o r  p r e s e n c e  o f  o t h e r  s t r e s s o r s .  
P r e v i o u s  s t u d i e s  show t h a t  c h e m i c a l  p o l l u t a n t s  r e l e a s e d  i n  an a q u a t i c  
e n v i r o n m e n t  may a f f e c t  f i s h e s  by :
1 .  A d i r e c t  t o x i c  e f f e c t  on  c e l l u l a r ,  n e u r a l ,  b i o c h e m i c a l ,  o r  
p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n s  o f  f i s h e s  ( G a r d n e r ,  1 9 7 5 ;  S a s t r y  a n d  
M i l l e r ,  1 9 8 1 ;  M e y e r s  a n d  H e n d r i c k s ,  1 9 8 2 )  w i t h  p o s s i b l e  
d e v e l o p me n t  o f  e x t e r n a l  o r  i n t e r n a l  l e s i o n s  p a r t i c u l a r l y  w i t h  
r e p e a t e d  c o n t a c t  w i t h  t h e  c h e m i c a l .
2 .  A d e p l e t i o n  o f  f o o d  s u p p l i e s  w i t h  a p o t e n t i a l  i n c r e a s e  i n  
i n t e r -  and i n t r a - s p e c i e s  c o m p e t i t i o n .
3 .  An i n d i r e c t  t o x i c  e f f e c t  f rom i n g e s t i o n  o f  c o n t a m i n a t e d  f o o d .
4 .  An i n d i r e c t  e f f e c t  c a u s e d  by l o w e r i n g  a n i m a l s '  r e s i s t a n c e  t o  
d i s e a s e .  I n  p a r t i c u l a r , *  o p p o r t u n i s t i c  p a t h o g e n s  n o r m a l l y  
p r e s e n t  i n  t h e  w a t e r  ma y  b e c o m e  a t h r e a t  t o  s t r e s s e d  
i n d i v  i d u a l s .
7U s i n g  t h e  f i s h  humor a l  immune s y s t e m  t o  m o n i t o r  p o l l u t i o n  i mpa c t
I  d e c i d e d  t o  u s e  t h e  immune s y s t e m  o f  f i s h  t o  m o n i t o r  p o l l u t i o n  
i m p ac t  b e c a u s e :
1 .  I mm u n o l o g i c a l  t e s t s  g i v e  b o t h  q u a l i t a t i v e  a n d  q u a n t i t a t i v e  
i n d i c a t i o n s  o f  t h e  h e a l t h  s t a t u s  o f  f i s h e s .
2 .  The immune s ys t e m o f  f i s h e s  i s ,  a s  i n  h i g h e r  v e r t e b r a t e s ,  a 
v e r y  s e n s i t i v e  s y s t e m  t h a t  r e s p o n d s  q u i c k l y  t o  p o o r  
e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s  ( n a t u r a l  s t r e s s  o r  m a n - m a d e  
p o l l u t i o n ) .
3 .  A d e l e t e r i o u s  i m p a c t  on  t h e  immune s y s t e m  may h a v e  m a j o r  
e c o l o g i c a l  c o n s e q u e n c e s  a t  t h e  o r g a n i s m i c ,  s p e c i e s ,  and even  
p o p u l a t i o n  l e v e l s .
F i s h  immune p r o c e s s e s  i n c l u d e :  n o n - s p e c i f i c  c e l l u l a r  r e s p o n s e s  
( p h a g o c y t o s i s  by l e u c o c y t e s  o r  m a c r o p h a g e s ,  l y t i c  a c t i v i t y ,  g r a n u l o m a  
o r  f i b r o s i s  f o r m a t i o n ) ,  a c q u i r e d  c e l l - m e d i a t e d  i m m u n i t y  ( d e l a y e d  
h y p e r s e n s i t i v i t y ) ,  humora l  n o n - s p e c i f i c  immuni ty  ( n a t u r a l  h e m o l y s i n ,  
h e m a g g l u t i n a t i o n ,  i s o -  and h e t e r o - a g g l u t i n a t i o n ,  l y s oz ome ,  complemen t ,  
t r a n s f e r i n ,  and i n t e r f e r o n  a c t i v i t y ) ,  a n d  s p e c i f i c  h u m o r a l  a n t i b o d y  
a c t i v i t y  ( a g g l u t i n a t i o n  v i a  t h e  i m mu n o g l o b u l i n  IgM, a n a l o g o u s  t o  t h a t  
i n  mammals ) .  (Ander  s o n ,  1974;  C o r b e l l ,  1974;  H e a r t w e l l ,  1973 ;  R i j k e r s ,  
1 9 8 2 ) .
A l t h o u g h  hu mo r a l  immune mechan i sms  a r e  g e n e r a l l y  s i m i l a r  i n  a l l  
f i s h e s  s t u d i e d ,  d i f f e r e n t  p h y l o g e n e t i c  g r o u p s  v a r y  a p p r e c i a b l y  i n  
t h e i r  r e s p o n s e  t o  d i f f e r e n t  a n t i g e n s .  H i g h e r  t e l e o s t s  p r o d u c e
8a n t i b o d i e s  t o  a w i d e r  v a r i e t y  o f  a n t i g e n s  and  a t  d i f f e r e n t  r a t e s  and 
i n t e n s i t i e s  t h a n  f i s h e s  i n  t h e  l ower  p h y l o g e n e t i c  g r o u p s  ( R o w l a n d s ,  
1 9 6 9 ) .  A l s o ,  e a c h  s p e c i e s  o f  f i s h  h a s  i t s  own i n h e r e n t  r e s p o n s i v e n e s s  
t o  a n t i g e n s ,  k i n e t i c s  o f  a n t i b o d y  s y n t h e s i s ,  me mor y  f o r m a t i o n ,  a n d  
c l e a r a n c e  t i m e  o f  a n t i g e n s  f r o m  c i r c u l a t i o n .  T h e s e  c r i t e r i a  a r e  
t h e m s e l v e s  d e p e n d e n t  on  t e m p e r a t u r e  ( P a t e r s o n  a n d  F r y e r ,  1 9 7 4 a ;  
R i j k e r s  e t  a l . ,  1 9 8 0 a ,  1 9 8 0 b ,  1 9 8 1 ) ,  a n t i g e n  t y p e  ( s o l u b l e  o r  
p a r t i c u l a t e ,  combined  o r  n o t  w i t h  a c a r r i e r ,  l i v e  o r  i n a c t i v a t e d ) ,  
n a t u r e  ( w h o l e  c e l l s ,  f r a g m e n t s  o f  c e l l s ,  o r  e x t r a c e l l u l a r  p r o d u c t s ) ,  
d o s e  ( P a t e r s o n  and  F r y e r ,  1 974a ;  R i j k e r s  e t  a l . ,  1 9 8 0 a ) ,  a n d  r o u t e  o f  
a d m i n i s t r a t i o n  ( p a r e n t e r a l ,  o r a l ,  o r  b a t h ) .
F i s h e s  e x i b i t  a h u mo ra l  immune r e s p o n s e  c h a r a c t e r i z e d  by a l a t e n t  
p e r i o d ,  a f t e r  t h e  i n i t i a l  i n t r o d u c t i o n  o f  t h e  a n t i g e n ,  when a n t i g e n  
u p t a k e  by m a c r o p h a g e s ,  m o b i l i z a t i o n  a n d  s t i m u l a t i o n  o f  a n t i b o d y -  
p r o d u c i n g  c e l l s  a r e  t h o u g h t  t o  o c c u r  ( H o dg i n s  e t  a l . ,  1967;  A n d e r s o n ,  
1974 ,  I ng r a m,  1980;  A n d e r s o n  e t  a l .  1 9 8 3 a ) .  S p e c i f i c  a n t i b o d i e s  t h e n  
a p p e a r  i n  t h e  s e r u m  a f t e r  t w e n t y  d a y s  o r  more  d e p e n d i n g  on t h e  f i s h  
s p e c i e s ,  i n d i v i d u a l  p h y s i o l o g i c a l  s t a t e  o f  t h e  a n i m a l ,  s t r e s s o r s ,  a n d  
o t h e r  e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s  s u c h  a s  t e m p e r a t u r e .  A n t i b o d y  l e v e l s  
i n c r e a s e  and  r e m a i n  a t  a c o n s t a n t  p l a t e a u  w h i l e  t h e  a n t i g e n  i s  p r e s e n t  
i n  t h e  t i s s u e s  o r  b l o o d  o f  t h e  f i s h ,  a n d  d e c r e a s e  g r a d u a l l y  t o  a 
s t a b l e  b a s e l i n e  l e v e l  u n t i l  t h e  s y s t e m  i s  c h a l l e n g e d  a g a i n  by t h e  same 
a n t i g e n  ( A n d e r s o n ,  1 9 7 4 ;  L a m e r s  a n d  P o l a r c z y k ,  1 9 8 2 ) .  A f t e r  t h e  
i n i t i a l  immune r e s p o n s e  t o  a "new11 a n t i g e n ,  r e f e r r e d  t o  a s  t h e  p r i m a r y  
r e s p o n s e ,  s u b s e q u e n t  e x p o s u r e  t o  t h e  same a n t i g e n  e l i c i t s  an e n ha n c e d  
and more  r a p i d  r e s p o n s e  r e f e r r e d  t o  a s  s e c o n d a r y ,  a n a m e s t i c ,  o r  memory 
r e s p o n s e .  I n  v i t r o  t e s t s  show t h a t  o n c e  s y n t h e s i z e d ,  a n t i b o d i e s
9combi ne  s p e c i f i c a l l y  w i t h  a n t i g e n s  f o r m i n g  a n t i g e n - a n t i b o d y  c o m p l e x e s  
t h a t  f a c i l i t a t e  p h a g o c y t i c  a t t a c k ,  and l e a d  t o  l y s i s  o f  f o r e i g n  c e l l s  
o r  p a t h o g e n s ,  and  i n a c t i v a t i o n  o f  t h e i r  t o x i c  e x t r a c e l l u l a r  p r o d u c t s  
( A n d e r s o n ,  1 9 7 4 ) .  H e m o l y t i c  p l a q u e  a s s a y s  show t h a t  once  t h e  p l a q u e  
f o r m i n g  c e l l s  (PFCs)  a r e  a c t i v a t e d ,  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  w i l l  c o n t i n u e  
e v e n  i f  t h e  e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s  l a t e r  b e c o m e  u n f a v o r a b l e  
( A n d e r s o n ,  p e r s .  commun. ) .
The  h e m o p o i e t i c  o r g a n s  i n v o l v e d  i n  t h e  immune s y s t e m  o f  f i s h  
i n c l u d e :  t h e  a n t e r i o r  k i d n e y  w i t h  m a n y  b l a s t  c e l l s  u n d e r g o i n g  
d i f f e r e n t i a t i o n ,  t h e  s p l e e n ,  b e l i e v e d  t o  be  t h e  m a i n  p r o c e s s i n g  and 
s t o r i n g  o r g a n ,  and t h e  thymus  i n v o l v e d  i n  l y m p h o c y t e  s t i m u l a t i o n  a n d  
a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  ( C h i l l e r  e t  a l . ,  1 9 6 9 ;  A n d e r s o n ,  1 9 7 4 ) .  I t  i s  
r e a s o n a b l e  t o  e x p e c t  t h a t  dammage t o  any  o f  t h e s e  o r g a n s  o r  e x c e s s i v e  
b l o o d  l o s s  would  s e r i o u s l y  i m p a i r  a f i s h ' s  immune r e s p o n s e  t o  i n v a s i o n  
by p a t h o g e n s  a n d  l e a d  t o  d i s e a s e  o r  m o r t a l i t y .  S u c h  p a t h o l o g i c a l  
c h a n g e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  d u e  t o  c h e m i c a l  p o l l u t a n t s  i n  t h e  w a t e r  
(Meyer s  and H e n d r i c k s ,  1 9 8 2 ) .  T h i s  h a s  n o t  b e e n  s p e c i f i c a l l y  e x a m i n e d  
i n  f i s h e s  f r om t h e  E l i z a b e t h  R i v e r .
C e r t a i n  c h e m i c a l s  a n d / o r  p h y s i c a l  c o n d i t i o n s  a r e  k n o w n  t o  
a c t i v a t e  o r  i n h i b i t  t h e  immune s y s t e m .  T h e s e  i n c l u d e :  F r e u n d ' s  
a d j u v a n t ,  i r r a d i a t i o n  ( S t r a n d ,  1 9 7 5 ;  Ze e ma n  a n d  B r i n d l e y ,  1 9 8 1 ) ,  
a n t i b i o t i c s  s u c h  a s  t e t r a c y c l i n e  ( R i j k e r s  e t  a l . ,  1981 ;  G r o n d e l  and 
B o e s t o n ,  1 9 8 2 ) ,  a n d  c h l o r a m p h e n i c o l  ( Z e e m a n  a n d  B r i n d l e y ,  1 9 8 1 ) ,  
c o r t i c o s t e r o i d s ,  a d r e n o c o r t i c a l  h o r mone s ,  and a l k y l a t i n g  a g e n t s  s uch  
a s  c y c l o p h o s p h a m i d e s  ( B i s s e t , 1 9 4 8 ;  S n e i d e r m a n n  a n d  W i l s o n ,  
1975 ;  An d e r s o n  e t  a l . ,  1982 ,  1 9 8 3 b ) ,  i n t r o d u c t i o n  o f  a n t i b o d y  i n t o  t h e  
f i s h  p r i o r  t o  t h e  a n t i g e n  c h a l l e n g e  ( A n d e r s o n ,  1 9 7 4 ) ,  low t e m p e r a t u r e s
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( B i s s e t ,  1948 ;  A v t a l i o n ,  1 96 9 ;  C u s h i n g ,  1970;  A n d e r s o n ,  1974 ;  P a t e r s o n  
and  F r y e r ,  1 97 4 ;  R i j k e r s  e t  a l . ,  1 9 8 1 ;  S y p e k  a n d  B u r r e s o n ,  1 9 8 3 ) ,  
a n t i g e n  t o l e r a n c e  i n  young  f i s h  and  thymectomy i n  a d u l t s  (Zeeman and 
B r i n s l e y ,  1 9 8 1 ) ,  c a p t i v i t y  f o r  more  t h a n  f o u r  weeks  ( M i l l e r  and T r i p p ,  
1 9 8 1 ) ,  o r  t o x i c a n t s  i n  t h e  w a t e r  s u c h  a s  p h e n o l  ( G o n c h a r o v  a n d  
M i k r y a k o v ,  1970 ;  A n d e r s o n  e t  a l . ,  1 9 8 3 a ) ,  c o p p e r  ( H e t r i c k  e t  a l . ,  
1 9 7 9 ) ,  z i n c  ( M c L e a y ,  1 975  ; S a r o t  and P e r l m u t t e r ,  1 9 7 6 ) ,  and cadmium 
(Robohm and N i t k o w s k i ,  1 9 7 4 ) .  A n o t h e r  a p p l i c a t i o n  o f  i m m u n o l o g y  i n  
a q u a t i c  t o x i c o l o g y  i s  t o  d e t e c t  d i f f e r e n c e s  i n  a n t i b o d y  l e v e l s  a g a i n s t  
s p e c i f i c  b a c t e r i a  i n  m a r i n e  f i s h  f r om " c l e a n ” v e r s u s  p o l l u t e d  c o a s t a l  
w a t e r s ,  p a r t i c u l a r l y  h i g h  a n t i b o d y  l e v e l s  a g a i n s t  human p a t h o g e n s  
( J a n s e n  and Meyer s ,  1968;  S t o l e n  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .
S t u d y  o b j e c t i v e s
The o b j e c t i v e s  o f  t h i s  s t u d y  we r e  t w o f o l d .  The  f i r s t  e x p e r i m e n t  
( p h a s e  1)  was d e s i g n e d  t o  t e s t  i f  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  c o u l d  be  i n d u c e d  
i n  s p o t  u s i n g  s he e p  r e d  b l o o d  c e l l s  (sRBCs) a s  a n t i g e n ,  and i f  s o ,  t o  
s e l e c t  a n  o p t i m a l  i n j e c t i o n  p r o c e d u r e  f o r  a n t i b o d y  s y n t h e s i s .  The 
p r o t o c o l  d e v e l o p e d  i n  t h e  P h a s e  1 e x p e r i m e n t  w o u l d  t h e n  a l l o w  me t o  
d e t e r m i n e  i n  a s e c o n d  e x p e r i m e n t  ( P h a s e  2 ) ,  t h e  i m p a c t  o f  
e n v i r o n m e n t a l  s t r e s s o r s  s u c h  a s  p o l l u t a n t s  i n  E l i z a b e t h  R i v e r  
s e d i m e n t s  on  t h e  h u m o r a l  immune co mp e t e n c e  o f  s p o t  u n d e r  l a b o r a t o r y  
c o n d i t  i o n s .
F i s h
MATERIALS AND METHODS
S p o t  we r e  s e l e c t e d  f o r  t h i s  s t u d y  b e c a u s e  t h e y  a r e  c o m m e r c i a l l y  
i m p o r t a n t  t o  C h e s a p e a k e  Bay F i s h e r i e s ,  a r e  a b u n d a n t  i n  t h e  l o we r  Bay 
i n c l u d i n g  t h e  E l i z a b e t h  R i v e r  f rom May u n t i l  t h e  end o f  S e p t e m b e r ,  a r e  
s u s p e c t e d  t o  b e  e x p o s e d  c h r o n i c a l l y  t o  p o l l u t i o n  i n  t h e  E l i z a b e t h  
R i v e r ,  a n d  a r e  p h y s i o l o g i c a l l y  a f f e c t e d  by  t h e s e  e n v i r o n m e n t a l  
c o n d i t i o n s  ( B en de r  e t  a l . ,  1977;  B e l l a n c a  and B a i l e y ,  1977;  H a r g i s  e t  
a l . ,  i n  p r e s s ;  S t e h l i k ,  1 9 8 2 ) .  As e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s ,  t h e y  t o l e r a t e  
t r a n s p o r t a t i o n ,  c a n  be m a i n t a i n e d  i n  c o n f i n e m e n t  f o r  s e v e r a l  m o n t h s ,  
w i l l  f e e d  on p r e p a r e d  c o m m e r c i a l  d i e t s ,  and a r e  r e s i s t a n t  t o  s t r e s s o r s  
o f t e n  e n c o u n t e r e d  i n  t h e  l a b o r a t o r y  ( e g .  h i g h  o r g a n i c  l o a d ,  h a n d l i n g ,  
c r o w d i n g ,  e t c . . . ) .
A n t i g e n
C r i t e r i a  f o r  s e l e c t i o n  o f  t h e  a n t i g e n  a r e  t h a t  i t  s h o u l d  b e  
r e a d i l y  a v a i l a b l e ,  e a s i l y  s t o r e d ,  a n d  b e  known t o  i n d u c e  a n t i b o d y  
p r o d u c t i o n  when i n t r o d u c e d  i n  f i s h  u n d e r  l a b o r a t o r y  c o n d i t i o n s .  A l s o  
t h e  b a s e l i n e  s e r u m  a n t i b o d y  t i t e r s  a g a i n s t  t h e  a n t i g e n  ( d u e  t o  
p r e v i o u s  e x p o s u r e ,  n a t u r a l  a n t i b o d y  l e v e l s ,  a n d / o r  c r o s s - r e a c t i v i t y  
w i t h  a n t i g e n s  p r e s e n t  i n  t h e  f i e  I d )  s h o u l d  b e  v e r y  low o r  n o n  
e x i s t e n t .  A l s e v e r ' s  s h e e p  r e d  b l o o d  c e l l s  ( s R B C s )  w e r e  a g o o d
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c a n d i d a t e  a n t i g e n  s i n c e  t h e y  h a v e  b e e n  p r o v e n  t o  e l i c i t  a s i g n i f i c a n t  
p r i m a r y  immune r e s p o n s e  two t o  t h r e e  weeks  a f t e r  i n t r a m u s c u l a r  ( i . m . )  
o r  i n t r a p e r i t o n e a 1 ( i . p . )  i n j e c t i o n s  i n  r a i n b o w  t r o u t  ( S a l m o  
g a i r d n e r i ) ( K i t a o  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) ,  c a r p  ( C y p r i n u s  c a r p i o ) ( K i t a o  e t  a l . ,  
1 9 8 1 ;  R i j k e r s  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) ,  y e l l o w t a i l  ( S e r i o l a  q u i n q u e r a d i a t a ) 
( K i t a o  e t  a l . ,  1 98 1 ) ,  and g o l d f i s h  ( C a r a s s i u s  c a r a s s i u s )  ( A z z o l i n a  e t  
a l . ,  1 9 8 1 ) .
PHASE 1
E x p e r i m e n t a l  p l a n
One y e a r  o l d  s p o t ,  140 t o  200mm i n  f o r k  l e n g t h ,  r e t u r n i n g  f r o m  
s e a  i n  May,  we r e  c o l l e c t e d  by 16 f o o t  b a l l o o n  t r a w l  i n  t h e  l ower  York 
R i v e r ,  C h e s a p e a k e  B a y ,  10 t o  20 k i l o m e t e r s  f r o m  t h e  m o u t h ,  t h e n  
i m m e d i a t e l y  b r o u g h t  b a c k  t o  t h e  l a b o r a t o r y  and p l a c e d  i n  400 l i t e r  
f l o w - t h r o u g h  a q u a r i a .  A r a n d o m l y  s e l e c t e d  g r o u p  o f  60  f i s h  w e r e  
e x a m i n e d  f o r  b a s e l i n e  i n f o r m a t i o n .  The  s e r a  f r o m  t h e s e  f i s h  we r e  
o b t a i n e d  and s t o r e d  f r o z e n  f o r  f u t u r e  t i t r a t i o n  t o  d e t e r m i n e  n a t u r a l  
a n t i b o d y  l e v e l s  a g a i n s t  sRBCs u s i n g  t h e  m i c r o t i t e r  a g g l u t i n a t i o n  t e s t  
( S t a v i t s k y ,  1 9 7 4 ) .  The  h e a l t h  s t a t u s  o f  t h e s e  f i s h  was  d e t e r m i n e d  
i m m e d i a t e l y  by  m a c r o s c o p i c  a n d  m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  s k i n ,  
e y e s ,  f i n s ,  g i l l s ,  h e m o p o i e t i c  o r g a n s ,  a n d  g u t ,  f o r  l e s i o n s  o r  
e x t r e m e l y  h e a v y  p a r a s i t e  b u r d e n s .  S a m p l e s  o f  k i d n e y  t i s s u e  ( o r g a n  
r o u t i n e l y  u s e d  f o r  d i a g n o s i s  o f  b a c t e r i a l  i n f e c t i o n s  i n  f i s h e s )  w e r e  
r e m o v e d  a s c e p t i c a 1 l y , s t r e a k e d  on  TSA p l a t e s ,  and c h e c k e d  a f t e r  72 
h o u r s  t o  d e t e c t  s u b c J i n i c a l  b a c t e r i a l  i n f e c t i o n s .
Two h u n d r e d  e x p e r i m e n t  f i s h  (10  f i s h  x 3 a n t i g e n  c o n c e n t r a t i o n s  
and  1 c o n t r o l  x  5 t i m e  i n t e r v a l s )  w e r e  a c c l i m a t e d  t o  t h e  l a b o r a t o r y  
o v e r  a p e r i o d  o f  48  h o u r s  a n d  i n s p e c t e d  g r o s s l y  f o r  s i g n s  o f  p o o r  
h e a l t h  ( i e .  l e s i o n s ,  f a i l u r e  t o  f e e d ,  a b n o r m a l  r e s p i r a t i o n  r a t e ,  o r  
e r r a t i c  swimmming b e h a v i o r ,  e t c . . . ) .  U n h e a l t h y  f i s h  we r e  n o t  u s e d  f o r  
t h e  e x p e r i m e n t s .
SRBC- a n t i ge n  p r e p a r a t i o n
S h e e p  r e d  b l o o d  c e l l s  ( G i b c o  w h o l e  b l o o d  i n  e q u a l  p a r t s  o f  
A l s e v e r ' s  s o l u t i o n )  w e r e  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  by c e n t r i f u g a t i o n  (300g  
f o r  15 m i n u t e s  a t  4 ^ C)  i n  0 . 8 5 %  s t e r i l e  p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  
(PBS)  a t  pH 7 . 2  i m m e d i a t e l y  b e f o r e  u s e  and r e s u s p e n d e d  i n  PBS a t  t h e  
d e s i r e d  c e l l  c o n c e n t r a t i o n s  f o r  t h e  m i c r o t i t e r  a s s a y  ( 1 . 0 % )  a n d  f o r  
t h e  i n j e c t i o n s  (20%,  35%, and  50%).
I n j e c t i o n  p r o t o c o l  f o r  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n
E x p e r i m e n t a l  f i s h  ( 5 0  r a n d o m l y  s e l e c t e d  f i s h  p e r  g r o u p )  were  
a n e s t h e t i z e d  w i t h  300 mg o f  MS- 2 2 2 / 1 ( T r i c a i n e  m e t h a n e s u l f o n a t e )  a n d  
i n j e c t e d  i . p .  w i t h  a 0 . 1 5  ml  s o l u t i o n  o f  20%,  35%,  o r  50% sRBC i n  
s t e r i l e  PBS.  C o n t r o l s  we r e  i n j e c t e d  w i t h  0 . 1 5  ml o f  PBS.  T w e n t y  f i v e  
a n d  t h i r t y  f i v e  p e r c e n t  s R B C - i n j e c t e d  f i s h  were  k e p t  i n  s e p e r a t e  400 
l i t e r  f l o w - t h r o u g h  t a n k s ,  f i f t y  p e r c e n t  s R B C - i n j e c t e d  ( f i n - c l i p p e d )  
a n d  c o n t r o l  f i s h  w e r e  k e p t  t o g e t h e r  i n  a 750 l i t e r  f l o w - t h r o u g h  t a n k .  
The w a t e r  f l o w i n  t h e  t a n k s  was 14 l / m i n .  D u r i n g  t h e  e x p e r i m e n t s  t h e  
f i s h  w e r e  f e d  Z e i g l e r  B r o t h e r s  T r o u t  Chow ( N o .  3 s t a r t e r  p e l l e t s
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c o n t a i n i n g  no a n t i b i o t i c s )  d a i l y  e x c e p t  f o r  t h e  24  h o u r s  p r i o r  t o  
i n j e c t i o n  o r  b l e e d i n g  t o  a v o i d  e x c e s s  f a t  i n  t h e  s e r a .  W a t e r  
t e m p e r a t u r e ,  s a l i n i t y ,  D . O . ,  pH, and  any m o r t a l i t i e s  i n  e a c h  t a n k  were  
r e c o r d e d  d a i l y .
Bl ood  f r om t e n  f i s h  i n  e a c h  t r e a t m e n t  g r o u p  w a s  c o l l e c t e d  e v e r y  
f i v e  d a y s  a n d  t h e  s e r a  w e r e  f r o z e n  f o r  f u t u r e  s e rum a n t i b o d y  t e s t s .  
T h i s  t i m e  s c h e d u l e  f o r  m o n i t o r i n g  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  was b a s e d  on t h e  
w o r k s  o f  R i j k e r s  e t  a l . ( 1 9 8 0 b ,  1981)  i n  c a r p ,  and K i t a o  e t  a l .  ( 1981 )  
i n  y e l l o w t a i l  and t r o u t  u s i n g  sRBCs a s  a n t i g e n .  A f t e r  c o l l e c t i n g  t h e
b l o o d  e a c h  f i s h  w a s  i m m e d i a t e l y  m e a s u r e d ,  w e i g h e d ,  s e x e d ,  a n d  a
d e t e r m i n a t i o n  o f  i t s  g e n e r a l  h e a l t h  made.
B l ood  c o l l e c t i o n  and p r o c e s s i n g  f o r  s e rum a n t i b o d y  t e s t s
F i s h  we r e  a n e s t h e t i z e d .  Blood  was  d r a w n  f r o m  t h e  c a u d a l  v e s s e l  
w i t h  a 3 c c  s t e r i l e ,  n o n - h e p a r i n i z e d  s y r i n g e  a nd  25g 7 / 8  i n .  n e e d l e .  
The b l o o d  was a l l o w e d  t o  c l o t  f o r  two h o u r s  a t  r oom t e m p e r a t u r e ,  a n d  
t h e n  o v e r n i g h t  a t  4 ° C .  The se rum was t h e n  s e p a r a t e d  f r om t h e  c l o t ,  and 
f r o z e n  w i t h o u t  a n t i b i o t i c s  i n  1 . 0  ml  p o l y s t y r e n e  t u b e s  f o r  f u t u r e  
t e s t i n g .
P r e l i m i n a r y  m i c r o t i t e r  a g g l u t i n a t i o n  t e s t
O p t i mum c o n d i t i o n s  f o r  a n t i b o d y - a n t i g e n  a g g l u t i n a t i o n  i n  t h e  
m i c r o t i t e r  a s s a y  wer e  d e t e r m i n e d  by t i t r a t i n g  f i s h  s e r a  c o l l e c t e d  15 
d a y s  p o s t - i n  j  e c t  i o n  a g a i n s t  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  sRBCs i n  PBS 
( 1%,2%,5% , 10%) ,  S e r a  f r om i n j e c t e d  f i s h  t e s t e d  a g a i n s t  PBS a l o n e ,  a n d
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u n i n j e c t e d - f i s h - s e r a  t e s t e d  a g a i n s t  sRBCs s e r v e d  a s  c o n t r o l s .  
E x p e r i m e n t a l  s e r a  w e r e  s u b s e q u e n t l y  t e s t e d  f o r  a n t i b o d y - a n t  i g e n  
a g g l u t i n a t i o n  u s i n g  t h i s  o p t i m a l  c e l l  c o n c e n t r a t i o n  f o r  t h e  a s s a y s .
Sample  p r o c e s s i n g
S e r u m  s a m p l e s  we r e  k e p t  f r o z e n  u n t i l  t e s t e d  and p r o c e s s e d  w i t h i n  
f i v e  d a y s  a f t e r  b l e e d i n g  t o  a v o i d  b a c t e r i a l  c o n t a m i n a t i o n  a n d / o r  
d e n a t u r i n g  o f  t h e  s e r a .  S e r u m  a n t i b o d y  l e v e l s  we r e  d e t e r m i n e d  u s i n g  
t h e  m i c r o t i t e r  a g g l u t i n a t i o n  t e s t  ( S t a v i t s k y ,  1 9 7 4 ) .  T h i s  a s s a y  w a s  
c h o s e n  b e c a u s e  i t  i s  s i m p l e ,  s e n s i t i v e ,  i n e x p e n s i v e ,  a n d  g i v e s  a 
r a p i d ,  r e p r o d u c e a b l e , q u a n t i t a t i v e  i n d i c a t i o n  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  
a n t i b o d i e s  i n  a s e r u m .  T w o - f o l d  d i l u t i o n s  ( 0 . 0 5  m l )  o f  s e r a  f r om 
i n j e c t e d  f i s h  we r e  made f r o m  1 : 2  t o  1 : 4 0 9 6  w i t h  PBS ( 1 2  w e l l s ) .  An 
e q u a l  v o l u m e  ( 0 . 0 5  ml )  o f  t h e  1% wa s he d  sRBC-PBS s u s p e n s i o n  was added  
t o  e a c h  w e l l .  M i c r o t i t e r  p l a t e s  w e r e  c o v e r e d ,  a l l o w e d  t o  i n c u b a t e  
o v e r n i g h t  a t  room t e m p e r a t u r e ,  and  r e a d  a f t e r  18 and  24 h o u r s .  Maximum 
w e l l  number  showi ng  p o s i t i v e  a g g l u t i n a t i o n  was r e c o r d e d  f o r  e a c h  t e s t  
s e r um.  Maximum w e l l  numbers  we r e  u s e d  i n  s t a t i s t i c a l  t e s t s  and g r a p h s .  
A n t i b o d y  t i t e r s  r e p r e s e n t e d  t h e  r e c i p r o c a l  o f  t h e  e n d  p o i n t  d i l u t i o n  
s howi ng  p o s i t i v e  a g g l u t i n a t i o n .
D a t a  a n a l y s i s
F o r k  l e n g t h s  a n d  w e i g h t s  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  f i s h  w e r e  r e c o r d e d  
and u s e d  t o  c a l c u l a t e  an  a v e r a g e  c o n d i t i o n  f a c t o r  ( K = - ^ x 1 0 )  ( L a g l e r ,
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1 9 5 2 )  f o r  e a c h  sRBC c o n c e n t r a t i o n  and  t i m e  i n t e r v a l .  Mean s i z e s  and 
c o n d i t i o n  f a c t o r s  we r e  t e s t e d  f o r  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  a t  t h e  95% 
c o n f i d e n c e  l e v e l  u s i n g  S t u d e n t ' s  t_ t e s t .  Mean,  s t a n d a r d  d e v i a t i o n ,  and  
v a r i a n c e  we r e  d e t e r m i n e d  f o r  g r o u p s  o f  t e n  f i s h  i n  t h e  s e r o l o g i c a l  
t e s t s .  G r o u p  v a l u e s  w e r e  t h e n  t e s t e d  f o r  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  a t  
t h e  95% c o n f i d e n c e  l e v e l  u s i n g  t h e  l e a s t  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  o f  
means  t e s t  ( L i ,  1 9 6 4 ) .
PHASE 2
S e d i m e n t s
C o n t a m i n a t e d  s e d i m e n t s  we r e  c o l l e c t e d  w i t h  a S m i t h - M c l n t y r e  g r a b  
f r o m  t h e  S o u t h e r n  B r a n c h  o f  t h e  E l i z a b e t h  R i v e r  n e a r  a d e f u n c t  
c r e o s o t e  p l a n t  ( F i g u r e  1 ) .  S e d i m e n t s  a t  t h i s  s i t e  h a v e  been  d e t e r m i n e d  
t o  c o n t a i n  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  PAHs and have  been  u s e d  a s  a s o u r c e  
o f  c o n t a m i n a t e d  s e d i m e n t s  f o r  s e v e r a l  t o x i c o l o g i e s  1 e x p e r i m e n t s .  
R e f e r e n c e  ( o r  c o n t r o l )  s e d i m e n t s  w e r e  c o l l e c t e d  f rom t h e  l o we r  York 
R i v e r  ( F i g u r e  1 ) ,  w h i c h  i s  known t o  b e  r e l a t i v e l y  p o l l u t i o n  f r e e .  
E x p e r i m e n t a l  s e d i m e n t s  c o n s i s t e d  o f  1 0 % - c o n t a m i n a t e d  E l i z a b e t h  R i v e r  
s e d i m e n t s  mi xed  w i t h  90% York R i v e r  s e d i m e n t s  ( v o l u m e  t o  v o l u m e )  t o  
p r o d u c e  a c o n t r o l l e d  c h r o n i c  e x p o s u r e  f o r  s p o t  ( R o b e r t s ,  u n p u b l i s h e d  
d a t a ) .  R e f e r e n c e  s e d i m e n t s  c o n s i s t e d  o f  100% Y o r k  R i v e r  s e d i m e n t s .  
E x p e r i m e n t a l  and c o n t r o l  t a n k s  wer e  s i m i l a r  f l o w - t h r o u g h  s y s t e m s  ( f l o w  
9 l / m i n ) .  S e d i m e n t s  i n  b o t h  t a n k s  we r e  3cm deep  and were  c o v e r e d  w i t h  
a p l a s t i c  m e s h  ( p o r e  s i z e  6mm ) t h a t  p e r m i t t e d  f r e e  e x c h a n g e  o f  
s e d i m e n t - a s s o c i a t e d  c h e m i c a l s  w i t h  t h e  w a t e r  a b o ve .  The mesh s e d i m e n t
c o v e r  r e d u c e d  r e s u s p e n s i o n  o f  p a r t i c l e s  c a u s e d  by n a t u r a l  t u r b u l e n c e  
and  f o r a g i n g  a c t i v i t i e s  o f  t h e  a n i m a l s ,  and  mos t  p r o b a b l y  r e d u c e d  t h e  
B . O . D .  i n  t h e  w a t e r  and p r e v e n t e d  a n o x i c  c o n d i t i o n s .  S e v e r a l  s e d i m e n t  
c o r e s  we r e  t a k e n  f ro m  e a c h  t a n k  a t  t h e  b e g i n i n g  and  a t  t h e  e n d  o f  t h e  
e x p e r i m e n t  p n d  f r o z e n .  T h e  c o r e s  w e r e  a n a l y z e d  f o r  s e l e c t e d  
p o l y n u c l e a r  a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s  ( P A H s ) .  S a m p l e s  w e r e  f r e e z e - d r i e d  
a n d  e x t r a c t e d  w i t h  m e t h y l e n e  c h l o r i d e .  The e x t r a c t s  we r e  f r a c t i o n a t e d  
w i t h  g e l  p e r m e a t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  a n d  h i g h - p e r f o r m a n c e  l i q u i d  
c h r o m a t o g r a p h y ,  t h e n  a n a l y z e d  by g l a s s  c a p i l l a r y  g a s  c h r o m a t o g r a p h y  
u s i n g  a FID d e t e c t o r .
Use  o f  t h e  h u m o r a l  immune t e s t  mode l  i n  a s s e s s i n g  p o l l u t i o n  i mpac t  i n  
s p o t
S p o t  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  Y o r k  R i v e r ,  a c c l i m a t e d  t o  t h e  
l a b o r a t o r y  f o r  s e v e n  d a y s ,  and c h e c k e d  f o r  o b v i o u s  p o o r  h e a l t h  a s  i n  
P h a s e  1 .  T w e n t y  f i v e  f i s h  w e r e  c u l l e d  o u t  t o  s e r v e  a s  b a s e l i n e  
s a m p l e s .  S e r a  f r o m  t h e s e  f i s h  w e r e  t e s t e d  t o  c o n f i r m  low n a t u r a l  
a n t i b o d y  l e v e l s  a g a i n s t  sRBCs a s  w i t h  t h e  b a s e l i n e  f i s h  f rom Pha s e  1 .  
The b a s e l i n e  f i s h  w e r e  n e c r o p s i e d  a n d  c h e c k e d  m a c r o s c o p i c a l l y  a n d  
m i c r o s c o p i c a l l y  f o r  d i s e a s e  a s  i n  P h a s e  1.
Two h u n d r e d  e x p e r i e m e n t a  1 f i s h  w e r e  r a n d o m l y  d i v i d e d  i n t o  two 
g r o u p s .  H a l f  w e r e  e x p o s e d  t o  c o n t a m i n a t e d  s e d i m e n t s ,  and t h e  o t h e r s  t o  
r e f e r e n c e  s e d i m e n t s .  Only h e a l t h y  f i s h  wer e  u s e d  f o r  t h e  e x p e r i m e n t .  
S a m p l e  s i z e  f o r  e a c h  f i s h  g r o u p  ( 2 5  f i s h /  g r o u p )  was  c o n s i d e r e d  
a d e q u a t e  t o  a c c o u n t  f o r  t h e  v a r i a b i l i t y  i n  s e r u m  t i t e r s  a s  s e e n  i n  
p h a s e  1 .  The e x p e r i m e n t  was s e t  up i n  t h e  f o l l o w i n g  ma nne r :
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-  F i s h  k e p t  o v e r  r e f e r e n c e  s e d i m e n t s  f o r  s e v e n  d a y s ,  i n j e c t e d  
sRBCs,  m a i n t a i n e d  o v e r  r e f e r e n c e  s e d i m e n t s  f o r  25 d a y s ,  a n d  
b l e d  t o  c o l l e c t  t h e  s e r a .
-  C o n t r o l  f i s h  ( f i n - c l i p p e d )  k e p t  o v e r  
s e v e n  d a y s ,  i n j e c t e d  PBS o n l y ,  ma 
s e d i m e n t s  f o r  25 d a y s  w i t h  s R B C - i n j  
c o l l e c t  t h e  s e r a .
-  F i s h  k e p t  o v e r  c o n t a m i n a t e d  s e d i m e n t s  f o r  s e v e n  d a y s ,  i n j e c t e d  
sRBCs ,  m a i n t a i n e d  o v e r  c o n t a m i n a t e d  s e d i m e n t s  f o r  25 d a y s ,  and 
b l e d  t o  c o l l e c t  t h e  s e r a .
-  C o n t r o l  f i s h  ( f i n - c l i p p e d )  k e p t  o v e r  c o n t a m i n a t e d  s e d i m e n t s  f o r  
s e v e n  d a y s ,  i n j e c t e d  PBS o n l y  ( c o n t r o l s ) ,  m a i n t a i n e d  o v e r  
c o n t a m i n a t e d  s e d i m e n t s  w i t h  s R B C - i n j e c t e d  f i s h ,  and b l e d  t o  
c o l l e c t  t h e  s e r a .
The a n t i g e n  d o s e ,  and t i me  p o s t - i n j e c t i o n  f o r  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  
a s  d e t e r m i n e d  i n  P ha s e  1 was u s e d .  The m i c r o t i t e r  t e s t  d e s c r i b e d  i n  
P h a s e  1 was u s e d  h e r e  a l s o  t o  d e t e r m i n e  a n t i b o d y  l e v e l s  f o r  e a c h  g ro u p  
t e s t e d .  S t a t i s t i c s  and d a t a  a n a l y s i s  we r e  a s  i n  p h a s e  1 .
r e f e r e n c e  s e d i m e n t s  f o r  
i n t a i n e d  o v e r  r e f e r e n c e  
e c t e d  f i s h ,  a n d  b l e d  t o
RESULTS
PHASE 1 .
SEROLOGY
P r e l i m i n a r y  m i c r o t i t e r  a g g l u t i n a t i o n  t e s t
A g g l u t i n a t i o n  i n  m i c r o t i t e r  w e l l s  was  r e a d i l y  v i s i b l e  u s i n g  1 % 
sRBCs i n  PBS w i t h  s e r a  f r om s R B C - i n j e c t e d  f i s h  f o r  t h e  a s s a y s .  H i g h e r  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  sRBCs gave  l e s s  o b v i o u s  r e s u l t s .  No a g g l u t i n a t i o n  
wa s  s e e n  i r i  c o n t r o l  t r e a t m e n t s .  T h e r e f o r e ,  a one  p e r c e n t  s o l u t i o n  o f  
sRBC was u s e d  f o r  s u b s e q u e n t  m i c r o t i t e r  t e s t s .
N a t u r a l  h e m a g g l u t i n i n s
B a s e l i n e  f i s h  s e r a  i n d i c a t e d  t h a t  s p o t  h a v e  n e g l i g i b l e  n a t u r a l  
a n t i b o d y  l e v e l s  a g a i n s t  sRBCs (mean t i t e r  2 . 3 6  + 2 . 8 6  ) .
K i n e t i c s  o f  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  a g a i n s t  sRBCs i n  s p o t
M i c r o t i t e r  t e s t s  r e v e a l e d  a n  i n c r e a s e  i n  a n t i b o d y  l e v e l s ,  
s i g n i f i c a n t  a t  t h e  95% c o n f i d e n c e  l e v e l ,  t h a t  was  d o s e  a n d  t i m e  
d e p e n d e n t  ( F i g u r e  2 ) .  The  r i s e  i n  a n t i b o d y  l e v e l s  s t a r t e d  on day 10
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p o s t - i n j e c t i o n  b u t  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  c o n t r o l s  ( P B S -  
i n j e c t e d )  and  t h e  t e s t  g r o u p s  wer e  n o t  a p p a r e n t  u n t i l  day 15 .  At  t h a t  
t i m e  2 0 ,  3 5 ,  and  50% s R B C - i n j e c t e d  f i s h  showed s i m i l a r  m e a n  a n t i b o d y  
t i t e r s  o f  2 . 6 0 ,  2 . 6 6 ,  and 3 . 0 0 .  By day 20 p o s t - i n j e c t i o n  d i f f e r e n c e s  
b e t w e e n  2 0 ,  3 5 ,  a n d  50% s R B C - i n j e c t e d  f i s h  w e r e  m o s t  o b v i o u s  w i t h  
a n t i b o d y  t i t e r s  b e i n g  p r o p o r t i o n a l  t o  a n t i g e n  c o n c e n t r a t i o n  i n j e c t e d .  
A n t i b o d y  l e v e l  c o n t i n u e d  t o  i n c r e a s e  t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t  i n  a l l  
S R B C - i n j e c t e d  f i s h .  A s l i g h t  i n c r e a s e  i n  mean t i t e r  was a l s o  n o t e d  i n  
P B S - i n j e c t e d  f i s h .  By d a y  25 p o s t - i n j e c t i o n  m e a n  maximum a n t i b o d y  
l e v e l s  o f  4 1 . 2 8 ,  4 2 . 5 6 ,  a n d  3 2 . 0 0  wer e  r e c o r d e d  f o r  2 0 ,  3 5 ,  and  50% 
sRBC i n j e c t e d  f i s h .  A l t h o u g h  t h e s e  t i t e r s  w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t l y  
d i f f e r e n t  a t  t h e  95% c o n f i d e n c e  l e v e l ,  t h e  50% s R B C - i n j e c t e d  f i s h  
showed s l i g h t l y  l o w e r  maximum t i t e r s  t h a n  20 o r  35% s R B C - i n j e c t e d  
f i s h .  The  e x p e r i m e n t  w a s  e n d e d  a f t e r  25 d a y s  when a l l  f i s h  had  b ee n  
s a m p l e d .  See A p p e n d i x  1 f o r  s e r o l o g i c a l  raw d a t a  f o r  t h i s  p o r t i o n .
B a s e d  o n  d a t a  a b o v e ,  35% sRBCs i n  PBS w a s  s e l e c t e d  a s  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  i mmu n o g e n  t o  i n j e c t  i n t o  s p o t  a n d  25 d a y s  p o s t ­
i n j e c t i o n  was c h o s e n  f o r  maximum a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  i n  P ha s e  2 .
SPOT AS A TEST ANIMAL
C a p t u r e ,  t r a n s p o r t ,  a n d  a c c l i m a t i o n  of  300 f i s h  t o  l a b o r a t o r y  
c o n d i t i o n s  was a c c o m p l i s h e d  w i t h  a low m o r t a l i t y  r a t e  ( l e s s  t h a n  3 % ) .  
F i s h  a p p e a r e d  t o  r e c o v e r  f r o m  h a n d l i n g  w i t h i n  1 2 - 1 5  h o u r s  w i t h  no 
m o r p h o l o g i c a l  o r  b e h a v i o r a l  s i g n s  o f  t r a u m a .
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B a s e l i n e  f i s h
A random s u b s a m p l e  o f  s i x t y  f i s h  was  u s e d  t o  e s t i m a t e  a v e r a g e  
s i z e  ( f o r k  l e n g t h =  163.39mm,  w e i g h t =  5 1 . 8 g ) ,  c o n d i t i o n  f a c t o r  ( K=1 . 19)  
and  g e n e r a l  h e a l t h  ( T a b l e  2)  o f  t h e  p o p u l a t i o n  o f  f i s h  c o l l e c t e d .  A l l  
f i s h  we r e  i mma t u r e .  The a b s e n c e  o f  g r o s s  e x t e r n a l  o r  i n t e r n a l  s i g n s  o f  
p a t h o l o g y  ( T a b l e  3 ) ,  o r  o f  b a c t e r i a l  i n f e c t i o n ,  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  
f i s h  w e r e  h e a l t h y .  T h e y  h a d  l i t t l e  o r  no  f o o d  i n  t h e  g u t .  P a r a s i t e  
l o a d  i n  97% o f  t h e  f i s h  w a s  m o d e r a t e  ( 4 8 . 7 %  h a d  T r i c h o d i n a  on  t h e  
g i l l s ,  2 1 . 7 %  h a d  d i g e n e a n  t r e m a t o d e s  a n d  5.4% had  n e m a t o d e s  i n  t h e  
g u t )  ( T a b l e  4 ) .
T e s t  f i s h
The e x p e r i m e n t a l  f i s h  s e e m e d  t o  r e c o v e r  i m m e d i a t e l y  f r o m  t h e  
i n j e c t i o n s  a n d  s t a r t e d  f e e d i n g  w i t h i n  2 4 -4 8  h o u r s .  T o t a l  m o r t a l i t i e s  
f r o m t h e  i n j e c t i o n s  and  d u r i n g  t h e  r e s t  o f  t h e  e x p e r i m e n t  w a s  2 . 0 % .  
T h e  f i s h  w e r e  a l l  i m m a t u r e .  S ex  r a t i o  was 47.55% f e m a l e s  and 52.45% 
m a l e s .  S i z e ,  c o n d i t i o n  f a c t o r ,  a n d  g e n e r a l  h e a l t h  a r e  p r e s e n t e d  i n  
T a b l e s  l a  and b ,  2 ,  and  3 .  Only l e n g t h s  wer e  r e c o r d e d  f o r  t h e  f i s h  i n  
t h e  f i r s t  sampl e  so t h e  c o n d i t i o n  f a c t o r s  we r e  n o t  c a l c u l a t e d  f o r  d a y  
5 .
M e s u r e m e n t s  o f  s i z e  ( f o r k  l e n g t h  a n d  w e i g h t )  s h o w e d  n o  
s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  g r o u p s  o r  w i t h  t i m e  a t  t h e  95% 
c o n f i d e n c e  l e v e l .
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D i f f e r e n c e s  i n  c o n d i t i o n  f a c t o r s  b e t w e e n  t h e  v a r i o u s  
c o n c e n t r a t i o n  g r o u p s  we r e  n o t  s i g n i f i c a n t  a t  t h e  95% c o n f i d e n c e  l e v e l  
t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t .  Mean c o n d i t i o n  f a c t o r s  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  
f i s h  w e r e  g e n e r a l l y  h i g h  a s  compared  t o  b a s e l i n e  f i s h  ( K - 1 . 1 9 ) .  On day 
20  p o s t - i n j e c t i o n  a l l  t r e a t m e n t  g r o u p s  showed l o w e r  mean c o n d i t i o n  
f a c t o r s  t h a n  a t  any  o t h e r  s a m p l i n g  t i m e .  The  me a n  K v a l u e  on  d a y  25 
was  1 . 3 4 .
N e c r o p s i e s  ( T a b l e  3)  r e v e a l e d  no e x t e r n a l  o r  i n t e r n a l  s i g n s  o f  
p a t h o l o g y  i n  f i s h  u n t i l  d a y  10 p o s t - i n j e c t i o n .  A f t e r w a r d s  a l l  sRBC- 
i n j e c t e d  f i s h  e x i b i t e d  p a l e  g i l l s  and p a l e  l i v e r s .  S l i g h t  e m a c i a t i o n  
w a s  n o t e d  i n  2 / 1 0  P B S - i n j e c t e d  a n d  3 / 1 0  5 0 % - i n j e c t e d  f i s h  20 d a y s  
p o s t - i n j e c t i o n .  On t h e  l a s t  s a m p l i n g  day  o n l y  5 0 % - i n j e c t e d  f i s h  showed 
p a l e  g i l l s  a n d  s l i g h t  e m a c i a t i o n .  P a r a s i t e  l o a d s  and  p e r c e n t  o f  t h e  
f i s h  a f f e c t e d  f l u c t u a t e d  i n  a l l  g r o u p s  t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t .  
E c t o p a r a s i t e  i n f e s t a t i o n s  w e r e  more  common i n  e x p e r i m e n t a l  f i s h  t h a n  
i n  b a s e l i n e  f i s h  e x c e p t  i n  t h o s e  s a m p l e d  o n  d a y  1 5 .  N e m a t o d e  
i n f e s t a t i o n s  g r e a t l y  i n c r e a s e d  i n  e x p e r i m e n t a l  f i s h .  T r e m a t o d e s  w e r e  
common i n  a l l  g r o u p s  and  c o m p a r a b l e  i n  p r e v e l e n c e  t o  b a s e l i n e  f i s h .
WATER QUALITY IN THE TANKS
W a t e r  q u a l i t y  d a t a  a r e  p r e s e n t e d  i n  f i g u r e s  3 , 4 , 5 ,  a n d  6 .  
D i s s o l v e d  o x y g e n ,  s a l i n i t y ,  pH,  and t e m p e r a t u r e  we r e  s i m i l a r  i n  a l l  
t a n k s .  Mean v a l u e s  r e c o r d e d  f o r  t b e  f i r s t  t h r e e  p a r a m e t e r s  w e r e  7 . 3  
m g / 1 , 1 5 . 9  p p t  , a n d  7 . 2 2  r e s p e c t i v e l y .  T e m p e r a t u r e  i n c r e a s e d  
t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t  f r o m  19^C i n  May t o  27^C i n  l a t e  J u n e  
( F i g u r e  6 ) .  D i s s o l v e d  oxygen  and pH v a l u e s  r o s e  f r om an i n i t i a l  low t o
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a s t a b l e  maximum w i t h i n  f i v e  d a y s .  T h e r e  w a s  a s l i g h t  d r o p  i n  t h e s e
t w o  p a r a m e t e r s  a t  d a y  2 2  w h i c h  c o i n c i d e d  w i t h  a l o s s  i n  w a t e r
p r e s s u r e .  The oxygen  s u p p l i e d  t o  t h e  t a n k s  was a d j u s t e d  p e r i o d i c a l l y  
t o  m a i n t a i n  a D.O.  l e v e l  o f  a b o u t  7 . 0  m g / 1 i n  t h e  t a n k s .
PHASE 2 .
SEROLOGY
N a t u r a l  h e m a g g l u t i n i n s
S e r o l o g i c a l  t e s t s  c o n f i r m e d  v e r y  low n a t u r a l  a n t i b o d y  l e v e l s  i n
s p o t  a g a i n s t  sRBCs (mean t i t e r  2 . 4 2  + 2 . 9 4 ) .
E f f e c t s  o f  E l i z a b e t h  R i v e r  s e d i m e n t s  on t h e  h umo r a l  immune r e s p o n s e  o f  
s p o t  a g a i n s t  sRBCs
The r e s u l t s  show low o v e r a l l  a n t i b o d y  l e v e l s  (mean t i t e r s  o f  l e s s  
t h a n  8 )  a f t e r  25  d a y s  ( F i g u r e  7 ) .  S R B C - i n j e c t e d  f i s h  i n  t h e  
c o n t a m i n a t e d  t a n k  gave  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  a n t i - s R B C  a n t i b o d i e s  (mean 
t i t e r  1 4 . 5 2 )  t h a n  t h e  o n e s  i n  t h e  r e f e r e n c e  t a n k  ( m e a n  t i t e r  2 . 4 0 ) .  
A n t i b o d y  t i t e r s  o f  c o n t r o l  f i s h  i n  b o t h  t a n k s  (mean t i t e r  2 . 5 0 )  w e r e  
n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f r o m  e a c h  o t h e r  a t  t h e  95% c o n f i d e n c e  
l e v e l ,  b u t  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  t h a n  t i t e r s  o b t a i n e d  i n  sRBC- 
i n j e c t e d  f i s h  f r om b o t h  t a n k s .  Serum a n t i b o d y  l e v e l s  b e t w e e n  m a l e  a n d  
f e m a l e  f i s h  i n  r e f e r e n c e  (mean t i t e r  5 . 5 0  + 3 . 4 2  f o r  f e m a l e s  and 4 . 6 0  
+ 4 . 3 2  f o r  m a l e s )  and c o n t a m i n a t e d  t a n k s  ( m e a n  t i t e r  1 4 . 6 8  +3 . 7 8  f o r
f e m a l e s  and  14 . 20  + 4 . 42  f o r  m a l e s )  we r e  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  a t  
t h e  95% c o n f i d e n c e  l e v e l .  See  A p pe nd i x  2 f o r  s e r o l o g i c a l  r aw d a t a .
SPOT AS A TEST ANIMAL
B a s e l i n e  f i s h
I  i n t e n d e d  t o  examine  60 f i s h  f o r  b a s e l i n e  t e s t s  f o r  P h a s e  2 b u t  
s e v e r e  l o s s e s  mos t  p r o b a b l y  due t o  c a p t u r e  a n d  a c c l i m a t i o n  s t r e s s e s  
(16% m o r t a l i t y )  f o r c e d  me t o  r e d u c e  t h e  g r o u p  t o  2 5 .  A l l  f i s h  wer e  
i mm a t u r e .  F o r t y  p e r c e n t  we r e  f e m a l e s  and 60% m a l e s .  T h e i r  me a n  l e n g t h  
w a s  1 6 5 . 7mm,  w e i g h t  was 5 6 . 8 g ,  and c o n d i t i o n  f a c t o r  was c a l c u l a t e d  t o  
be  1 . 2 5 .  The f i s h  ha d  no f oo d  i n  t h e  g u t  b u t  w e r e  n o t  e m a c i a t e d .  T e n  
p e r c e n t  o f  t h e m  h a d  p a l e  l i v e r s .  No g r o s s  s i g n s  o f  p a t h o l o g y  we r e  
n o t e d  e x c e p t  f o r  some f i s h  w i t h  f o c a l  s c a l e  l o s s ,  p r e s u m a b l y  d u e  t o  
c a p t u r e .  The  f i s h  u s e d  f o r  t h e  e x p e r i m e n t  w e r e  t h e r e f o r e  c h e c k e d  
c a r e f u l l y  f o r  a b s e n c e  o f  s c a l e  l o s s .
T e s t  f i s h
M o r t a l i t i e s  f rom h a n d l i n g  s t r e s s  a n d / o r  t r a u m a  f r o m  i n j e c t i o n s  
was 0% i n  P B S - i n j e c t e d  and  8.7% i n  s R B C - i n j e c t e d  f i s h  i n  t h e  r e f e r e n c e  
t a n k ,  and 32% i n  P B S - i n j e c t e d  a n d  4% i n  s R B C - i n j e c t e d  f i s h  i n  t h e
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c o n t a m i n a t e d  t a n k .
F i s h  b e ga n  t o  e a t  p r e p a r e d  f o od  a f t e r  5 d a y s  i n  t h e  l a b o r a t o r y .  
When t r a n s f e r e d  t o  t h e  t a n k s  w i t h  s e d i m e n t s ,  f i s h  i n  t h e  r e f e r e n c e  
t a n k  s t a r t e d  t o  f e e d  a c t i v e l y  t h r e e  d ay s  p o s t - i n j e c t i o n ,  w h i l e  t h o s e
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i n  t h e  c o n t a m i n a t e d  t a n k  d i d  n o t  a c t i v e l y  f e e d  u n t i l  20 d a y s  p o s t ­
i n j e c t i o n ,  b u t  f e d  v o r a c i o u s l y  ( t w i c e  t h e  i n i t i a l  r a t i o n  o r  m o r e )  
t h e r e a f t e r .  F i s h  i n  t h e  c o n t a m i n a t e d  t a n k  w e r e  a l s o  h y p e r a c t i v e  f o r  
a b o u t  a week .
T h e  e x p e r i m e n t a l  f i s h  we r e  a l l  i m m a t u r e ,  43.82% wer e  f e m a l e s  and 
56.18% m a l e s .  T h e i r  mean s i z e ,  c o n d i t i o n  f a c t o r ,  a n d  g e n e r a l  h e a l t h  
a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e s  4 , 5 ,  and  6 .  A l t h o u g h  t h e r e  was no s i g n i f i c a n t  
d i f f e r e n c e  i n  s i z e  ( a t  t h e  95% c o n f i d e n c e  l e v e l )  b e t we e n  c o n t r o l s  a n d  
s R B C - i n j e c t e d  f i s h  f r om t h e  two t a n k s ,  c o n t r o l  f i s h  f r om t h e  r e f e r e n c e  
t a n k  seemed t o  d e c r e a s e  i n  w e i g h t  a n d  l e n g t h  d u r i n g  t h e  e x p e r i m e n t  
w h e r e a s  35% s R B C - i n j e c t e d  f i s h  i n  t h e  same t a n k  seemed t o  i n c r e a s e  i n  
l e n g t h  and p a r t i c u l a r l y  w e i g h t .  T h i s  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t e s t  g r o u p s  
was  l e s s  marked  i n  t h e  c o n t a m i n a t e d  t a n k  whe r e  b o t h  c o n t r o l s  and sRBC- 
i n j e c t e d  f i s h  g a i n e d  i n  l e n g t h  and w e i g h t .
A l t h o u g h  mean c o n d i t i o n  f a c t o r s  o f  f i s h  s ampl ed  on day 0 and day 
25  p o s t - i n j e c t i o n  s h o w e d  no  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  a t  t h e  95% 
c o n f i d e n c e  l e v e l ,  c o n t r o l  f i s h  i n  t h e  r e f e r e n c e  and c o n t a m i n a t e d  t a n k s  
seemed t o  h a v e  h i g h e r  mean c o n d i t i o n  f a c t o r s  t h a n  s R B C - i n j e c t e d  f i s h  
i n  t h e s e  t a n k s .  A l s o ,  m e a n  c o n d i t i o n  f a c t o r s  o f  f i s h  i n  t h e  
c o n t a m i n a t e d  t a n k  seemed t o  be  g e n e r a l l y  h i g h e r  t h a n  t h o s e  f r o m  f i s h  
i n  t h e  r e f e r e n c e  t a n k .
N e c r o p s i e s  o f  t h e  f i s h  r e v e a l e d  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  f i s h  f r o m  
r e f e r e n c e  and c o n t a m i n a t e d  t a n k s  ( T a b l e  6 ) .  F i s h  f rom t h e  c o n t a m i n a t e d  
t a n k  e x i b i t e d  t h e  f o l l o w i n g  g r o s s  s i g n s  o f  p a t h o l o g y :  p a l e ,  c o n g e s t e d  
g i l l s ,  f i n  h y p e r e m i a ,  s k i n  d i s c o l o r a t i o n  w i t h  l o s s  o f  s c a l e s ,  and 
b l i s t e r s ,  e m a c i a t i o n ,  h e p a t o m e g a l y ,  and l o s s  o f  l i v e r  f i r m n e s s .  T h e s e  
s i g n s  we r e  r a r e l y  f ou nd  i n  f i s h  f rom t h e  r e f e r e n c e  t a n k .  F i s h  f rom t h e
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c o n t a m i n a t e d  t a n k  o f t e n  had  f u l l  g a l l b l a d d e r s .  T h i s  was  a l s o  n o t e d  i n  
c o n t r o l  f i s h  a n d  a  f e w  s R B C - i n j e c t e d  f i s h  f r o m t h e  r e f e r e n c e  t a n k .  
O c u l a r  o p a c i t y  was s e e n  i n  some c o n t r o l  f i s h  f r o m t h e  r e f e r e n c e  t a n k  
and  s R B C - i n j e c t e d  f i s h  f r o m t h e  c o n t a m i n a t e d  t a n k .
E c t o p a r a s i t e s  ( T r i c h o d i n a  s p . )  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  i n  b o t h  
t a n k s  a s  compar ed  t o  b a s e l i n e  f i s h  ( T a b l e  6 . ) .  A n t i g e n - i n j e c t e d  f i s h ,  
p a r t i c u l a r l y  t h o s e  i n  t h e  c o n t a m i n a t e d  t a n k ,  s h o w e d  a h i g h e r  
p r e v a l e n c e  o f  T r  i c h o d  i n a  i n f e s t a t i o n s  t h a n  d i d  c o n t r o l  f i s h .  
P r e v a l e n c e  o f  ne ma t ode  i n f e s t a t i o n s  we r e  g e n e r a l l y  c o m p a r a b l e  t o  f i s h  
f r om  t r e a t m e n t  and b a s e l i n e  g r o u p s  e x c e p t  t h a t  no n e m a t o d e s  we r e  found  
i n  c o n t r o l  f i s h  f r o m  t h e  c o n t a m i n a t e d  t a n k .  A c a n t h o c e p h a I a n s  a n d  
t r e m a t o d e s  we r e  more  f r e q u e n t l y  f o un d  i n  b a s e l i n e  t h a n  i n  e x p e r i m e n t a l  
f i s h  ( l e s s  t h a n  4% p r e v a l e n c e ) .
WATER QUALITY IN THE TANKS
W a t e r  q u a l i t y  p a r a m e t e r s ,  D . O . ,  s a l i n i t y ,  and pH a r e  r e p r e s e n t e d  
i n  F i g u r e s  8 , 9 , 1 0 ,  and  1 1 .  Means r e c o r d e d  w e r e  5 . 6 5 m g / l ,  1 8 . 5 7 p p t ,  and 
7 . 5 9  r e s p e c t i v e l y .  S a l i n i t y ,  a n d  pH w e r e  s i m i l a r  i n  b o t h  t a n k s  
t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t .  D i s s o l v e d  o x y g e n  l e v e l s  w e r e  m a i n t a i n e d  
s o m e t i m e s  w i t h  d i f f i c u l t y ,  p a r t i c u l a r l y  i n  t h e  c o n t a m i n a t e d  t a n k ,  a t  
5 . 0 m g / l  o r  a b o v e .  Oxygen l e v e l s  i n  b o t h  t a n k s  d e c r e a s e d  g r a d u a l l y  f rom 
6 . 0 - 6 . 5 m g / l  i n i t i a l l y  t o  a b o u t  5 . 0 m g / l  a t  t h e  end o f  t h e  e x p e r i m e n t .  A 
d r o p  i n  d i s s o l v e d  oxygen  on day 27 was r e c o r d e d ,  c o i n c i d e n t a l l y  w i t h  a 
d i n o f  l a g e  1 l a t e  b l o o m  maximum i n  t h e  r i v e r .  S a l i n i t y  l e v e l s  i n c r e a s e d  
w i t h  t i m e  f r om 1 6 . 3  p p t  t o  2 1 . 0  p p t . The pH l e v e l s  we r e  f a i r l y  s t a b l e  
w i t h  a s l i g h t  i n c r e a s e  w i t h  t i m e ,  e x c e p t  f o r  a d r o p  a t  d a y  3 1 .
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T e m p e r a t u r e s  we r e  h i g h  t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t  and r a n g e d  f r o m  2 5 . 6  
t o  2 8 . 6 ° C  w i t h  m i n o r  d a i l y  f l u c t u a t i o n s  ( F i g u r e  1 1 ) .
CHEMICAL ANALYSIS OF THE EXPERIMENTAL SEDIMENTS
C o r e s  o f  c o n t r o l  a n d  e x p e r i m e n t a l  s e d i m e n t s  s ho w e d  t o t a l  PAH
3 Ac o n c e n t r a t i o n s  o f  7 x  10 ppb f o r  t h e  i n i t i a l  s a m p l e  a n d  1 x 10 p p b
f o r  t h e  f i n a l  s a m p l e  i n  t h e  r e f e r e n c e  t a n k ,  and 6 x  10"* ppb f o r  t h e
i n i t i a l  s a m p l e  a n d  7 x 1 0 ^  p p b  f o r  t h e  f i n a l  s a m p l e  i n  t h e
c o n t a m i n a t e d  t a n k .  The  d i f f e r e n c e  i n  PAH c o n c e n t r a t i o n s  b e t w e e n  t h e
two t a n k s  was g r e a t e r  t h a n  one  h u n d r e d - f o l d .  H i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f
PAHs i n  t h e  f i n a l  s a m p l e s ,  a s  c o m p a r e d  t o  t h e  i n i t i a l  v a l u e s  w e r e
n o t e d .
Among t h e  t w e n t y  PAHs s e l e c t i v e l y  a n a l y z e d  f o r  i n  t h e  s e d i m e n t s  
( T a b l e  7 ) ,  t h e  m o s t  c o n c e n t r a t e d  w e r e  f l u o r e n e ,  p h e n a n t h r  e n e , 
f l u o r a n t h e n e , a n d  p y r e n e  ( c o n c e n t r a t i o n s  a b o v e  3 x  lO^ppb)  i n  t h e  
c o n t a m i n a t e d  t a n k .  P r e s e n c e  o f  low m o l e c u l a r  w e i g h t  h y d r o c a r b o n s  c o u l d  
n o t  b e  d e t e r m i n e d  b e c a u s e  t h e y  we r e  g e n e r a l l y  l o s t  d u r i n g  p r o c e s s i n g  
( H u g g e t t ,  p e r s .  commun. ) .
DISCUSSION
PHASE 1 
S e r o l o g y
S p o t  p r o d u c e d  s i g n i f i c a n t  s erum a n t i b o d y  t i t e r s  a g a i n s t  a s i n g l e  
i . p .  i n j e c t i o n  o f  sRBCs i n  PBS a t  2 0 - 2 5 ^ C  a m b i e n t  r i v e r  w a t e r  
t e m p e r a t u r e .  The k i n e t i c s  o f  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  i n  s p o t  we r e  s i m i l a r  
t o  t h a t  r e p o r t e d  i n  o t h e r  f i s h  c h a l l e n g e d  w i t h  s h e e p ,  h o r s e ,  o r  human  
r e d  b l o o d  c e l l s ,  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n ,  b a c t e r i a l ,  o r  v i r a l  a n t i g e n s  
( M c G l a m e r y  e t  a l . ,  1 9 7 1 ;  P a t e r s o n  a n d  F r y e r ,  1 9 7 4 b ;  R o b o h m  a n d  
N i t k o w s k i ,  1 9 7 4 ;  K h a l i f a  a n d  P o s t ,  1 9 7 6 ;  S e r e r o  a n d  A v t a l i o n ,  
1978;  A nd e r s o n  e t  a l . ,  1979a ,  1982;  S t o l e n  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .
A n t i b o d y  l e v e l s  r o s e  t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t .  I t  i s  p o s s i b l e  
t h a t  t h e y  may h a v e  c o n t i n u e d  t o  i n c r e a s e  f o r  s e v e r a l  d a y s  b e f o r e  
r e a c h i n g  a  maximum.
H i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a n t i g e n  h a v e  b e e n  s h o wn  t o  g i v e  m o r e  
r a p i d  and more  i n t e n s e  r e s p o n s e s  t h a n  l ower  c o n c e n t r a t i o n s  ( R i j k e r s  e t  
a l . ,  1 9 8 0 a ) .  I n  t h i s  s t u d y ,  t h e  r a t e  o f  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  was  d o s e -  
d e p e n d e n t ,  b u t  n o t  t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  r e s p o n s e  s i n c e  s i m i l a r  mean 
t i t e r s  were  o b t a i n e d  a f t e r  25 d a y s .  The  d o s e - d e p e n d e n t  e f f e c t  was  
p a r t i c u l a r l y  e v i d e n t  20 d a y s  p o s t - i n j e c t i o n  and l e s s  so a f t e r  5 ,  10 ,  
and 25 days  p o s t - i n j e c t i o n .  T h e r e f o r e ,  u n l e s s  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  was  
m o n i t o r e d  t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t ,  d i f f e r e n c e s  i n  a n t i b o d y  l e v e l s  a t
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v a r i o u s  a n t i g e n  c o n c e n t r a t i o n s  i n j e c t e d  may n o t  h a v e  b e e n  d e t e c t e d .  
S i n c e  maximum t i t e r s  r e a c h e d  by a l l  t e s t  g r o u p s  we r e  s i m i l a r  a f t e r  25 
d a y s  p o s t - i n j e c t i o n ,  t h a t  l e n g t h  o f  t i m e  wa s  s u b s e q u e n t l y  u s e d  i n  
P h a s e  2 .
A n t i b o d y  l e v e l s  a g a i n s t  sRBCs o b t a i n e d  25 d ay s  p o s t - i n j e c t i o n  i n  
s p o t  w e r e  c o m p a r a b l e  t o  t h o s e  r e p o r t e d  by Robohm and  N i t k o w s k i  ( 1974)  
i n  c u n n e r , T a u t o g o l a b r u s  a d s p e r s u s . (maximum t i t e r  32 a f t e r  14 d a y s  a t  
2 3 ^ C )  a n d  w e r e  h i g h e r  t h a n  t h o s e  r e p o r t e d  by S t o l e n  e t  a l .  ( 1981 )  i n  
t h r e e  s p e c i e s  o f  f l a t f i s h  (maximum t i t e r  8 - 16  a f t e r  21 t o  28 d a y s  a t  
17 C), H i g h e r  a n t i b o d y  l e v e l s  mi g h t  h a v e  b een  o b t a i n e d  i n  f l a t f i s h  had 
t h e y  b e e n  c h a l l e n g e d  a t  a  t e m p e r a t u r e  c l o s e r  t o  t h e i r  n o r ma l  maximum.
T h e  s l i g h t l y  l o we r  mean t i t e r  o b t a i n e d  i n  50% s R B C - i n j e c t e d  f i s h  
a f t e r  25 d a y s  may h av e  r e f l e c t e d  a p h y s i o l o g i c a l  s t r e s s  f r o m  t h e  h i g h  
c o n c e n t r a t i o n  o f  a n t i g e n  i n j e c t e d  o r  m o s t  p r o b a b l y  r e p r e s e n t e d  a 
l e v e l i n g  o f f  o f  a n t i b o d y  l e v e l s  o f t e n  s e e n  a f t e r  maximum t i t e r s  a r e  
r e a c h e d  ( A n d e r s o n  e t  a l . ,  1 9 7 9 a ) .  T h i s  w o u l d  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  
maximum a n t i b o d y  l e v e l s  w e r e  r e a c h e d  w i t h i n  25 d a y s  i n  50% SRBC- 
i n j e c t e d  f i s h  and p r o b a b l y  a l s o  w i t h i n  a c o u p l e  o f  d a y s  i n  20 and 35% 
s R B C - i n j e c t e d  f i s h .
I n  f i s h e s  s t u d i e d ,  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  (BSA) ,  and c h i c k e n  and 
s h e e p  r e d  b l o o d  c e l l s  a r e  c o n s i d e r e d  f a i r  t o  p o o r  a n t i g e n s  a s  compared 
t o  b a c t e r i a l  a n t i g e n s :  maximum t i t e r s  o f  256 wer e  o b t a i n e d  i n  r a i n b ow  
t r o u t ,  Salmo £ a j l r d n e r i , a t  16 . 5^C a g a i n s t  Aeromonas  l i q u e f a c i e n s  i n  21 
d a y s  ( K h a l i f a  and P o s t ,  1 9 7 6 ) ,  and Y e r s i n i a ruclce r i  0 - a n t i g e n  a t  l l ^ C  
i n  14 d a y s  ( A n d e r s o n  e t  a l . ,  1979a ,  1 9 8 2 ) ,  and i n  s a l mo n ,  Oncorhynchus  
k , i § u t c h ,  a t  12^C a g a i n s t  A e r o mona s  s a l m o n i c i d a  i n  4 weeks  ( P a t e r s o n  
and F r y e r ,  1 9 7 4 b ) .  V e s i c u l a r  s t o m a t i t i s  v i r u s  (VSV) i n d u c e s  a n t i b o d y
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t i t e r s  o f  16 i n  c a t f i s h ,  I c t a l u r u s  p u n c t a t u s . i n  4  weeks  (McGlamery e t  
a l . ,  1 9 7 1 ) .  Bo v i n e  serum a l b u m i n  g i v e s  a g o o d  r e s p o n s e  i n  c a r p  w i t h  
maximum t i t e r s  o f  128 a t  25^C ( S e r e r p  and  A v t a l i o n ,  1978)  b u t  e l i c i t s  
l i t t l e  o r  no a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  i n  c a t f i s h  (McGlamery e t  a l . ,  1 9 7 1 ) .
B a c t e r i a l  o r  v i r a l  a n t i g e n s  c o u l d  n o t ,  ho we v e r ,  s a f e l y  be  u s e d  t o  
s t u d y  a n t i b o d y  s y n t h e s i s  i n  f e r a l  m a r i n e  o r  e s t u a r i n e  f i s h e s  b e c a u s e  
o f  p o s s i b l e  p r e v i o u s  e x p o s u r e  i n  n a t u r e  o r  c r o s s  r e a c t i v i t y  w i t h  
s i m i l a r  a n t i g e n i c  d e t e r m i n a n t s .  Among t h e  " n o n - n a t u r a l "  a n t i g e n s  
m e n t i o n e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  h o r s e  a n d  human r e d  b l o o d  c e l l s  may be 
b e t t e r  a n t i g e n s  t h a n  sRBCs s i n c e  t h e y  e l i c i t  h i g h e r  a n t i b o d y  r e s p o n s e s  
i n  f l a t f i s h  ( S t o l e n  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  T h i s  would  have  t o  be  c o n f i r m e d  i n  
o t h e r  f i s h  s p e c i e s  i n c l u d i n g  s p o t .
Low l e v e l s  o f  n a t u r a l  h e m a g g l u t i n i n s  (mean t i t e r  4 )  w e r e  n o t e d  i n  
b a s e l i n e  ( u n i n j e c t e d )  a n d  c o n t r o l  ( i n j e c t e d  PBS )  f i s h .  N a t u r a l  
h e m a g g l u t i n i n s  a g a i n s t  v a r i o u s  a n t i g e n s  a r e  a l s o  f o u n d  i n  h a g f i s h  
( L i n t h i c u m  and H i l d e m a n n ,  1 9 7 0 ) ,  e l a s r a o b r a n c h s  (Voss  e t  a l . ,  1971)  and 
o t h e r  t e l e o s t s  ( B o y d e n ,  1 9 6 6 ;  S i n d e r m a n n  and K r a n t z ,  196 8 ;  E v e l y n ,  
1971 ;  Robohm and N i t k o w s k i ,  1974 ;  I ng r am and A l e x a n d e r ,  1 9 7 7 ) .  B o y d e n  
( 1 9 6 6 )  s t a t e s  t h a t  t h e s e  p r o b a b l y  a r i s e  a g a i n s t  b a c t e r i a  and r e a c t  
w i t h  r e d  b l o o d  c e l l s  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  s h a r e d  a n t i g e n i c  
d e t e r m i n a n t s .  R e p o r t s  s how t h a t  n a t u r a l  h e m a g g l u t i n i n s  a r e  low i n  
c u n n e r  ( t i t e r  64 )  a s  r e p o r t e d  by Robohm and N i t k o w s k i  ( 1 9 7 4 )  a n d  n o n -  
e x i s t a n t  i n  t r o u t  ( I n g r a m  and A l e x a n d e r ,  1 9 7 7 ) .  I ng r am and A l e x a n d e r  
( 1 9 77 )  a l s o  r e p o r t s  a  59% p r e v e l a n c e  o f  n a t u r a l  h e m o l y s i n s  i n  b r o w n  
t r o u t  a g a i n s t  s h e e p ,  h o r s e ,  and  human r e d  b l o o d  c e l l s .  The amount  o f  
n a t u r a l  b a c t e r i a l  a g g l u t i n i n s  i s  known t o  v a r y  w i t h  s e a s o n  a n d  
t e m p e r a t u r e  i n  s a l m o n i d s  ( F u j i h a r a  a n d ' H u n g a t e ,  1 9 7 2 ) , a n d
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e l a s m o b r a n c h s  ( S i n d e r m a n n  and Honey,  1 9 6 4 ) .  I t  c a n  b e  e x p e c t e d  t h a t  
n a t u r a l  h e m a g g l u t i n i n s  i n  s p o t  may a l s o  v a r y  w i t h  t h e s e  p a r a m e t e r s .
f
S p o t  a s  a t e s t  a n i m a l
S p o t  we r e  e a s y  t o  c a p t u r e  i n  s u f f i c i e n t  n u m b e r s  a t  t h e  m o u t h  o f  
t h e  Y o r k  R i v e r  i n  May a s  h e a l t h y  j u v e n i l e s ,  c o u l d  be t r a n s p o r t e d  t o  
t h e  l a b o r a t o r y  w i t h  mi n i mu m p h y s i o l o g i c a l  s t r e s s ,  a c c l i m a t e d  t o  
c a p t i v i t y  i n  l e s s  t h a n  a w e e k ,  a n d  r a p i d l y  s t a r t e d  f e e d i n g  on  
a r t i f i c i a l  t r o u t  p e l l e t s .
P a r a s i t e s  we r e  common i n  t h e  f i s h  b u t  n o t  more  t h a n  t h a t  e x p e c t e d  
i n  s p o t  f rom t h e  C h e s ap e a k e  Bay ( B u r r e s o n ,  p e r s .  commun. ) .  T r i c h o d i n a . 
d i g e n e t i c  t r e m a t o d e s ,  a c a n t h o c e p h a l a n s , and n e m a t o d e s  w e r e  f r e q u e n t l y  
s ee n  i n  t h e  f i s h .  The p r e v a l e n c e  and i n t e n s i t y  o f  T r  i c h o d i n a  on  t h e  
g i l l s  o f  e x p e r i m e n t a l  f i s h  i n c r e a s e d  r e l a t i v e  t o  b a s e l i n e  f i s h .  T h i s  
r e s u l t  was n o t  s u r p r i s i n g ,  s i n c e  i n t e n s i t y  o f  p a r a s i t e s  w i t h  d i r e c t  
d e v e l o p m e n t  c a n  be  s t i m u l a t e d  by h i g h  d e n s i t y  o f  f i s h  h o s t s  and  low 
w a t e r  f l o w  i n  t h e  c o n f i n e m e n t  o f  h o l d i n g  t a n k s  ( B a u e r  e t  a l . ,  1 9 7 3 ) .  
An i n c r e a s e  i n  p r e v a l e n c e  o f  n e m a t o d e s  i n  e x p e r i m e n t a l  f i s h  w a s  
s u r p r i s i n g  s i n c e  t h e s e  p a r a s i t e s  h a v e  a n  i n d i r e c t  l i f e  c y c l e .
W e i g h t s  o f  P h a s e  1 s p o t  f l u c t u a t e d  b u t  n o t  s i g n i f i c a n t l y .  I t  i s  
n o t  uncommon t o  s ee  f i s h  e x p e r i e n c i n g  no w e i g h t  g a i n ,  o r  e v e n  w e i g h t  
l o s s ,  w h e n  t h e y  a r e  b r o u g h t  f rom t h e  f i e l d  i n t o  t h e  l a b o r a t o r y .  Up t o  
f o u r  p e r c e n t  w e i g h t  l o s s  i s  r e p o r t e d  by  Mc Ca i n  e t  a l .  ( 1 9 7 7 )  i n  
f l a t f i s h  w i t h i n  1 - 2  mon t hs  a f t e r  c a p t u r e .  These  f i s h  r e g a i n e d  w e i g h t  
by t h e  f o u r t h  month i n  c a p t i v i t y .
A s s u m i n g  t h a t  t h e  c o n d i t i o n  f a c t o r  (K) i s  an a c c u r a t e  i n d i c a t o r  
o f  n u t r i t i o n a l  s t a t u s  ( L a g l e r ,  1 9 5 2 ) ,  i n c r e a s e d  K v a l u e s  i n  
e x p e r i m e n t a l  f i s h  a s  compared  t o  t h e  b a s e l i n e  f i s h  seemed t o  i n d i c a t e  
t h a t  t h e  f i s h  w e r e  e a t i n g  a n d  a s s i m i l a t i n g  t h e  c o m m e r c i a l  t r o u t  
p e l l e t s .  T h e  d e c r e a s e  i n  K v a l u e s  b e t w e e n  d a y s  15 a n d  20 p o s t ­
i n j e c t i o n  i n  a l l  t e s t  g r o u p s  may h a v e  r e f l e c t e d  u t i l i z a t i o n  o f  e n e r g y  
r e s e r v e s  f o r  p r o c e s s i n g  t h e  i n j e c t e d  f o r e i g n  m a t e r i a l  (PBS a n d / o r  
sRBC) o r  f o r  t h e  a c t i v a t i o n  o f  a n t i b o d y  p r o d u c i n g  c e l l s  i n  SRBC- 
i n j e c t e d  f i s h .  S t u d i e s  s h o w  t h a t  10 t o  20 d a y s  p o s t - i n j e c t i o n  
c o r r e s p o n d s  t o  m u l t i p l i c a t i o n  and  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  l y m p h o c y t e s  i n t o  
a n t i b o d y  p r o d u c i n g  p l a sm a  c e l l s  (PFCs)  wh i c h  a r e  s t o r e d  i n  t h e  s p l e e n  
(McGlamery e t  a l . ,  1971 ;  P a t e r s o n  and  F r y e r ,  1 9 7 4 ;  K h a l i f a  a n d  P o s t ,  
1 9 7 6 ;  S e r e r o  a n d  A v t a l i o n ,  1 9 7 8 ;  A n d e r s o n  e t  a l . ,  1 9 7 9 b ,  1 9 8 2 ) .  
A n t i b o d y  l e v e l s  t h e n  b e g i n  t o  r i s e  i n  t h e  s e r u m  t o  r e a c h  a p e a k  
c o n c e n t r a t i o n  f i v e  t o  t e n  d a y s  l a t e r  ( A n d e r s o n  e t  a l . ,  1 9 7 9 a ) .  F i s h  
i n j e c t e d  w i t h  50% sRBCs ( h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n )  s h o w e d  a d r o p  i n  K 
v a l u e s  e a r l i e r  t h a n  20% a n d  35% s R B C - i n j e c t e d  f i s h .  A p o s s i b l e  
c o r r e l a t i o n  b e t we e n  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  and  c h a n g e  i n  c o n d i t i o n  f a c t o r  
wou ld  h av e  t o  be  c o n f i r m e d  by f u r t h e r  t e s t s .
The  n e c r o p s y  d a t a  a l s o  s h o w e d  a n  i n c r e a s e  i n  p r e v a l e n c e  o f  
p a t h o l o g i c a l  s i g n s  ( p a l e  g i l l s ,  s l i g h t  e m a c i a t i o n ,  p a l e  l i v e r )  i n  f i s h  
s t a r t i n g  on  t h e  1 0 t 1^ d a y  p o s t - i n j e c t i o n .  I n f e s t a t i o n  o f  b o t h  
T r  i c h o d  i n a a n d  n e m a t o d e s  i n c r e a s e d  20 d a y s  p o s  t - i n  j  e c t  i o n  . R.apid 
p r o l i f e r a t i o n  o f  T r  i c h o d  i n a  on  p o s s i b l y  w e a k e n e d  h o s t s  w a s  n o t  
s u r p r i s i n g .
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PHASE 2 
S e r o l o g y
T h i s  s t u d y  c l e a r l y  showed t h a t  E l i z a b e t h  R i v e r  s e d i m e n t s  a f f e c t e d  
t h e  a b i l i t y  o f  s p o t  t o  p r o d u c e  a n t i b o d i e s .  H i g h e r  a n t i b o d y  l e v e l s  we r e  
o b t a i n e d  i n  s p o t  e x p o s e d  t o  c o n t a m i n a t e d  s e d i m e n t s  t h a n  t h o s e  e x p o s e d  
t o  t h e  r e f e r e n c e  Y o r k  R i v e r  s e d i m e n t s ,  25 d a y s  a f t e r  a  s i n g l e  
i n j e c t i o n  o f  sRBCs a t  2 5 - 27 ^ C .  T e s t  f i s h  f r om b o t h  t a n k s  showed h i g h e r  
a n t i b o d y  t i t e r s  t h a n  c o n t r o l  f i s h .
The a n t i b o d y  l e v e l s  o b t a i n e d  i n  P ha s e  2 we r e  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r
i n  a l l  t e s t  f i s h  t h a n  t h o s e  f rom Ph a s e  1 .  T e m p e r a t u r e  i s  known t o  have
a m a j o r  i n f l u e n c e  on t h e  r a t e  and p o s s i b l y  t h e  i n t e n s i t y  o f  a n t i b o d y
p r o d u c t i o n  ( M u r o g a  a n d  E g u s a ,  1969;  A v t a l i o n  e t  a l . ,  1973 ; P a t e r s o n
and  F r y e r ,  1974;  O ' L e a r y  e t  a l . ,  1978;  R i j k e r s  e t  a l . ,  1980b;  A v t a l i o n
a n d  C l e m ,  1 9 8 1 ) .  Low t e m p e r a t u r e s  h a v e  b e e n  shown t o  i n h i b i t  f i s h e s '
h umo r a l  immune s y s t e m  l e a d i n g  t o  u n r e s p o n s i v e n e s s  o r  d e l a y e d  r e a c t i o n s
t o  a n t i g e n s .  No s t u d i e s  h a v e  b e e n  p u b l i s h e d  on t h e  e f f e c t  o f  h i g h e r
t h a n  no r ma l  t e m p e r a t u r e s  on a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  i n  f i s h e s .  I n  Pha s e  1 ,
i t  was  u n l i k e l y  t h a t  w a t e r  t e m p e r a t u r e  had  any d e l e t e r i o u s  e f f e c t  on
t h e  b u i l d  up o f  s erum a n t i b o d i e s  s i n c e  i t  r e m a i n e d  w i t h i n  t h e  f i s h ' s
n o r ma l  r a n g e  (10  t o  2 6 ^ C ) . However ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  l o n g  e x p o s u r e
0t o  t e m p e r a t u r e s  o f  27 C o r  more a s  s e e n  i n  P ha s e  2 ,  and common d u r i n g  
t h e  s ummer  m o n t h s  i n  t h e  C h e s a p ea k e  Bay w a t e r s ,  c o u l d  h a v e  a d v e r s e l y  
a f f e c t e d  t h e  immune c o m p e t e n c e  o f  s p o t .  The two e x p e r i m e n t s  w e r e  r u n  
a t  a m o n t h  a n d  a h a l f  i n t e r v a l  f r o m  e a c h  o t h e r  a n d  w i t h  d i f f e r e n t  
p o p u l a t i o n s  o f  s p o t .  I t  was  t h e r e f o r e  n o t  p o s s i b l e  t o  s a y  i f  t h i s
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d i f f e r e n c e  i n  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  w a s ,  i n  f a c t ,  due t o  d i f f e r e n c e s  i n  
g e n e t i c s ,  t e m p e r a t u r e ,  t i m e  o f  t h e  y e a r ,  a g e ,  m a t u r i t y ,  p h y s i o l o g i c a l  
o r  n u t r i t i o n a l  s t a t e  o f  t h e  f i s h ,  p r e s e n c e  o f  s e d i m e n t s  a t  t h e  b o t t o m  
o f  t h e  t a n k s  w i t h  a s s o c i a t e d  d i f f e r e n c e s  i n  d i s s o l v e d  o x y g e n ,  o r  
p r e s e n c e  o f  h y d r o c a r b o n s  o r  o t h e r  c o m p o u n d s  i n  r e f e r e n c e  a n d  
c o n t a m i n a t e d  s e d i m e n t s .  I t  i s  i m p o r t a n t  t o  n o t e ,  h o w e v e r ,  t h a t  i t  was  
p o s s i b l e  i n  b o t h  P h a s e  1 a n d  2 t o  e l i c i t  s i g n i f i c a n t  a n t i b o d y  
p r o d u c t i o n  i n  l e s s  t h a n  a m o n t h  w i t h  a s i n g l e  c h a l l e n g e  o f  sRBCs .  
O b v i o u s l y ,  h i g h  a n t i b o d y  t i t e r s  t o  sRBCs d o es  n o t  i n f e r  p r o t e c t i o n  
a g a i n s t  n a t u r a l l y  o c c u r i n g  p a t h o g e n s  u n l e s s  t h e y  c r o s s - r e a c t .
T h e  i n c r e a s e d  l e v e l s  o f  a n t i b o d i e s  i n  f i s h  e x p o s e d  t o  
c o n t a m i n a t e d  s e d i m e n t s  a s  c o m p a r e d  t o  f i s h  e x p o s e d  t o  r e f e r e n c e  
s e d i m e n t s  c o u l d  be  e x p l a i n e d  i n  s e v e r a l  ways :
1 .  P o l l u t a n t s  f r o m  E l i z a b e t h  R i v e r  s e d i m e n t s  a t  l o w  
c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  w a t e r  may h a v e  a c t e d  a s  g e n e r a l  i r r i t a n t s .  
Damage t o  t h e  s k i n ,  f i n s ,  and  g i l l s  i n  t h i s  s t u d y ,  a n d  a l s o  r e p o r t e d  
by  D i M i c h e l e  a n d  T a y l o r  ( 1 9 7 7 ) ,  H e a n s l e y  e t  a l .  ( 1 9 8 2 ) ,  Meyers  and 
H e n d r i c k s  ( 1 9 8 2 ) ,  and S o l a n g i  a n d  O v e r s t r e e t  ( 1 9 8 2 ) ,  a l s o  s u g g e s t s  
t h a t  h y d r o c a r b o n s  a c t  a s  g e n e r a l  i r r i t a n t s .  As such  t h e y  may h av e  non -  
s p e c i f i c a l l y  a c t i v a t e d  t h e  d e f e n s e  s y s t e m .  T h i s  p h e n o m e n o n  i s  
d e s c r i b e d  by  S e l y e s  ( 1 9 5 0 )  a s  t h e  " g e n e r a l  a d a p t i o n  s y n d r ome ' 1, by 
Smyth ( 1 9 6 7 )  a s  " s u f f i c i e n t  c h a l l e n g e " ,  a n d  by  S a s t r y  a n d  M i l l e r  
( 1 9 8 1 )  a s  " p h y s i o l o g i c a l  c o m p e n s a t i o n " .
S e l y e s '  g e n e r a l  a d a p t i o n  syndrome d e v e l o p s  i n  t h r e e  s t a g e s :  t h e  
a l a r m  r e a c t i o n  w h e r e  t h e  a n i m a l  s e n s e s  a n  u n f a v o r a b l e  c h a n g e  i n  
e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s ,  t h e  s t a g e  o f  r e s i s t a n c e  whe r e  m e t a b o l i c  a n d
p h y s i o l o g i c a l  a c t i v i t y  i s  i n c r e a s e d  t o  r e s t o r e  h o m e o s t a s i s ,  and  a 
s t a g e  o f  e x h a u s t i o n  w h e r e  t h e  a n i m a l  b e c o m e s  o v e r w h e l m e d  b y  t h e  
s t r e s s i n g  a g e n t .  I n  m o s t  c a s e s  t h e  a n i m a l  a d a p t s  t o  o r  e s c a p e s  
u n f a v o r a b l e  c o n d i t i o n s .  However ,  i f  t h e s e  c o n d i t i o n s  a r e  e x t r e m e  o r  
p e r s i s t  f o r  a  l o n g  p e r i o d  o f  t i m e  e x h a u s t i o n  may l e a d  t o  p e r m a n e n t  
t i s s u e  damage o r  d e a t h .
S e l y e s  ( 1 9 5 0 )  t h e o r i z e s  t h a t  d u r i n g  t h e  s t a g e  o f  r e s i s t e n c e ,  
e n d o c r i n e  and  n e r v o u s  s y s t e ms  a r e  a c t i v a t e d  c a u s i n g  t h e  h y p o t h a l a m u s -  
h y p o p h y s i s  s y s t e m  t o  g e a r  t h e  body f o r  d e f e n s e .  S e c r e t i o n s  o f  FSH, LH, 
p r o l a c t i n ,  and  t y r o t r o p i n  a r e  d e p r e s s e d ,  w h i l e  s e c r e t i o n  o f  ACTH i s  
e n h a n c e d .  T h e  l a t e r  i n d u c e s  t h e  a d r e n a l  c o r t e x  t o  p r o d u c e  
g l u c o r t  i c o i d s  t h a t  a f f e c t  t h e  b l o o d  c o u n t ,  t h y m o l y m p h a t  i c  t i s s u e s ,  
g l u c o g e n e s i s , a n d  c a u s e  t h e  r e t i c u l o e n d o t h e l i a l  s y s t e m  t o  i n c r e a s e  
p h a g o c y t o s i s  and  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n .  I n c r e a s e d  e n e r g y  demand n o t e d  i n  
t h e  f i s h  e x p o s e d  t o  c o n t a m i n a t e d  s e d i m e n t s  a s  g r e a t e r  f oo d  c o n s u m p t i o n  
o r  e m a c i a t i o n  i n  t h i s  s t u d y  ma y  h a v e  b e e n  d u e  t o  i n c r e a s e d  
g l u c o c o r t i c o i d  p r o d u c t i o n  s i n c e  t h e s e  hormones  a l s o  e n h an c e  c a t a b o l i s m  
o f  p r o t e i n s  a n d  l e a d  t o  e x t e n s i v e  l o s s  o f  b o d y  p r o t e i n ,  f a t ,  a n d  
c a r b o h y d r a t e  ( S e l y e s ,  1 9 5 0 ) .
Examples  o f  a p p a r e n t  b e n e f i t  f r om s m a l l  d o s e s  o f  t o x i c  c h e m i c a l s  
w h e n  l a r g e  d o s e s  i n j u r e  a r e  n o t  uncommon n o n - s p e c i f i c  r e s p o n s e s  
m e a s u r e d  i n  t o x i c i t y  s t u d i e s  ( Smyt h ,  1 9 6 7 ) .  E l d r i d g e  e t  a l .  ( 1 9 7 7 )  
r e p o r t s  b e n e f i c i a l  e f f e c t s  o f  e x p o s u r e  o f  f i s h  t o  l ow l e v e l s  o f  
a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s  t h a t  p r o b a b l y  r e s u l t  f r o m  a t e m p o r a r y  
s t i m u l a t i o n  o f  m e t a b o l i c  f u n c t i o n s  u n d e r  c h r o n i c  c o n d i t i o n s .
The  e n h a n c e d  r e s p o n s e  s e e n  i n  s p o t  e x p o s e d  t o  c o n t a m i n a t e d  
s e d i m e n t s  i n  t h i s  s t u d y  may have  i n v o l v e d  an  " o v e r s h o o t "  o f  m e t a b o l i c
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f u n c t i o n s  i n  r e s p o n s e  t o  t h e  e n v i r o n m e n t a l  s t r e s s .  S a s t r y  a n d  M i l l e r  
( 1 9 8 1 )  p o i n t s  o u t  t h a t  s u c h  i n i t i a l  o v e r  c o m p e n s a t i o n s  a r e  g e n e r a l l y  
f o l l o w e d  b y  a c c l i m a t i o n  a f t e r  s e v e r a l  d a y s  o r  w e e k s  i f  t h e  
e n v i r o n m e n t a l  c h a l l e n g e . p e r s i s t s .  T h e  m o s t  common p a t t e r n  o f  
o v e r c o m p e n s a t i o n  i s  o b s e r v e d  i n  s t u d i e s  d e a l i n g  w i t h  t e m p e r a t u r e  
c h a n g e .  D i f f e r e n t  c l a s s e s  o f  e n z y m e s  a l s o  s h o w  c o m p e n s a t o r y  
" o v e r s h o o t i n g "  ( S a s t r y  and  M i l l e r ,  1 9 8 1 ) .  I t  i s  p o s s i b l e  i n  t h i s  c a s e  
t h a t  t h e  same phenomenon may h a v e  o c c u r e d  w i t h  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  i n  
s p o t  e x p o s e d  t o  low c o n c e n t r a t i o n s  o f  s e d i m e n t - a s s o c i a t e d  p o l l u t a n t s .
I  w o u l d  e x p e c t ,  h o w e v e r ,  t h a t  w i t h  c o n t i n u e d  e x p o s u r e  t o  low 
c o n c e n t r a t i o n  o f  p o l l u t a n t s  some n e g a t i v e  f e e d b a c k  e v e n t u a l l y  w o u l d  
h a v e  o c c u r e d  when t h e  a d a p t a t i o n  e n e r g y  o f  t h e  o r g a n i s m  was g r a d u a l l y  
l o s t .  S t r e s s  ho rmones  ( a d r e n e r g i c  s u b s t a n c e s ,  ACTH, c o r t i c o i d s ,  a n d  
RPS)  i n  h i g h e r  v e r t e b r a t e s  a r e  b e n e f i c i a l  o n l y  f o r  s h o r t  p e r i o d s  and 
c a n  e v e n t u a l l y  c a u s e  c o m p l i c a t i o n s  i f  t h e y  p e r s i s t  ( S e l y e s ,  1 9 5 0 ) .  The 
same s h o u l d  be  t r u e  w i t h  f i s h e s  s i n c e  t h e y  r e s p o n d  s i m i l a r l y  t o  s t r e s s  
(Mazeaud e t  a l . ,  1977 ;  D o n a l d s o n ,  1981;  S c h r e c k ,  1 9 8 1 ) .
2 .  A n t i b o d y  l e v e l s  i n  f i s h  e x p o s e d  t o  r e f e r e n c e  s e d i m e n t s  may 
h a v e ,  i n  f a c t ,  b e e n  h i g h e r  t h a n  t h o s e  i n  t h e  f i s h  e x p o s e d  t o  t h e  
c o n t a m i n a t e d  s e d i m e n t s  b e f o r e  t h e  25 d a y s  p o s t - i n j e c t i o n  sampl e  was 
t a k e n  and  may h a v e  b e g u n  t o  t a p e r  o f f ,  a s  i s  s u g g e s t e d  i n  s e v e r a l  
s t u d i e s  on  k i n e t i c s  o f  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  ( P a t e r s o n  and F r y e r ,  1974;  
S a i l e n d r i  a n d  M u t h u k k a r u p p a n , 1 9 7 5 ;  I n g r a m  a n d  A l e x a n d e r ,  1 9 7 7 ;  
A n d e r s o n  e t  a l . ,  1 9 7 9 a ) .  The  a s sumed  l ower  immune r e s p o n s e  may have  
a c t u a l l y  been  a n  e n h a n c e d  r e s p o n s e  on  t h e  d e c l i n e .  R e p e a t e d  s e r u m  
s a m p l i n g  o f  i m p a c t e d  and c o n t r o l  f i s h  would  c l a r i f y  t h i s  p o i n t .
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3 .  O r ga n i s ms  o r  o t h e r  p r o t e i n a c e o u s  m a t e r i a l s  i n  c o n t a m i n a t e d  
s e d i m e n t s  b u t  n o t  i n  r e f e r e n c e  s e d i m e n t s  may h a v e  s t i m u l a t e d  t h e  
immune s y s t e m  a n d  i n d i r e c t l y  e n h a n c e d  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  a g a i n s t  
SRBCs .  T h e s e  o r g a n i s m s  would  n o t  h a v e  c r o s s - r e a c t e d  w i t h  sRBCs s i n c e  
c o n t r o l  f i s h  d i d  n o t  show a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  a g a i n s t  t h e  a n t i g e n .
4 .  F i n a l l y ,  h y d r o c a r b o n s  i n  E l i z a b e t h  R i v e r  s e d i m e n t s  may h a v e  
b e e n  immune p o t e n t i a t o r s .  T h i s  i s  u n l i k e l y  s i n c e  c a r c i n o g e n s  a r e  
f r e q u e n t l y  immune s u p p r e s s a n t s  ( P r e h n ,  1963 ;  C e r i l l i  and H a t t a n ,  1974 ;  
H a r r i s ,  1 9 7 6 ) ,  a n d  t h e s e  c o m p o u n d s  a r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  known  t o  
i n h i b i t  t h e  immune s y s t e m  i n  humans ( M a v r a g a n i s  and Beek ,  1 9 8 0 ) ,  m i c e  
( H o d g i n s  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) ,  and o t h e r  f i s h  s p e c i e s  ( We e k s  a n d  W a r r i n e r ,  
1 9 8 4 ) .  S j e r n s w a r d  ( 1 9 6 6 ,  1 9 6 7 ,  1 9 6 9 )  e s t a b l i s h e d  t h a t  a s i n g l e  
i n j e c t i o n  o f  low l e v e l  tumor  i n d u c i n g  d o s e  o f  3 - m e t h y l c h o l a n t h r e n e  ( 3 -  
MCA) o r  d i b e n ( a ) a n t h r a c e n e  (DMBA) i n t o  m i c e  p r i o r  t o  a d m i n i s t r a t i o n  o f  
a n t i g e n  r e s u l t s  i n  d e p r e s s e d  l e v e l s  o f  a n t i b o d y  c e l l s .  T h i s  s e e m s  t o  
s u g g e s t  a n  e f f e c t  o f  t h e  h y d r o c a r b o n s  a t  t h e  t i m e  o f  i n i t i a t i o n  o f  
a n t i b o d y  p r o d u c t i o n .  I t  i s  p o s s i b l e ,  b u t  u n l i k e l y ,  t h a t  s p o t  may n o t  
h a v e  b e e n  e x p o s e d  l o n g  enough b e f o r e  c h a l l e n g e  w i t h  t h e  immunogen f o r  
e a r l y  t o x i c  e f f e c t s  on a n t i b o d y  s y n t h e s i s  t o  o c c u r .  O t h e r  PAHs s uch  a s  
9 , 1 0  d i m e t h y 1 - 1 2 - b e n z a n t h r a c e n e  and 3 , 4  b e n z p y r e n e  p r o d u c e  a m a r k e d l y  
d i m i n i s h e d  c a p a c i t y  f o r  r e j e c t i o n  o f  t u m o r s  o r  f o r e i g n  t i s s u e  g r a f t s  
i n  m i c e  w h e r e a s  n o n - c a r c i n o g e n i c  h y d r o c a r b o n s  p r o d u c e  l i t t l e  o r  no 
e f f e c t .  O t h e r  h y d r o c a r b o n s  showi ng  i m m u n o s u p p r e s s i v e  a c t i v i t y  a r e  p -  
d i m e t h y l a m i n o a z o b e n z e n e  a n d  m i n e r a l  o i l .  Compounds c o n t a i n i n g  he a vy  
m e t a l s  s u c h  a s  cadmium o r  l e a d  wh i ch  may be a s s o c i a t e d  w i t h  p e t r o l e u m  
a r e  a l s o  known t o  b e  i m m u n o s u p p r e s s i v e  ( H o dg i n s  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .  Weeks 
and  W a r r i n e r  ( 19 84 )  f i n d  d e p r e s s e d  p h a g o c y t i c  a c t i v i t y  i n  s p o t ,  a n d
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h o g c h o k e r  f r o m  t h e  E l i z a b e t h  R i v e r .  To my k n o w l e d g e  t h e r e  a r e  no 
p u b l i s h e d  r e p o r t s  on t h e  e f f e c t  o f  PAHs on t h e  h u m o r a l  immune s y s t e m  
o f  f i s h .  v
P h e n o l s  f o u n d  i n  c r e o s o t e  a n d  a s  b y p r o d u c t s  o f  h y d r o c a r b o n  
d e g r a d a t i o n  i n  t h e  e n v i r o n m e n t ,  a n d  a l s o  p r o d u c e d  d u r i n g  
d e t o x i f i c a t i o n  o f  h y d r o c a r b o n s  i n  f i s h  l i v e r  ( W h i p p l e  e t  a l . ,  1 9 8 1 )  
a r e  k nown  t o  i n h i b i t  immune r e s p o n s e s  i n  f i s h e s .  A n d e r s o n  e t  a l .  
( 1 9 8 3 a )  s u g g e s t  t h a t  p h e n o l  i m m u n o s u p p r e s s e s  by  p r e v e n t i n g  a n t i g e n  
u p t a k e  a n d  r e c o g n i t i o n  by s p e c i f i c  c e l l s  i n  t h e  g i l l s .  I t  may be  t h a t  
i m m u n o s u p p r e s s i o n  c a n  n o t  o c c u r  i f  t h e  a n t i g e n  i s  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  
f i s h  p a r e n t a l l y  t h u s  b y p a s s i n g  u p t a k e  v i a  t h e  g i l l s .  Gon c h a r ov  and 
Mikr yakov  ( 1 9 7 0 ) ,  h o w e v e r ,  h e l d  i n j e c t i o n - i m m u n i z e d  c a r p  f o r  l o n g  
p e r i o d s  i n  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p h e n o l  a nd  a l s o  d e m o n s t r a t e d  l o w e r  
h u m o r a l  a n t i b o d y  t i t e r s .  A n d e r s o n  e t  a l .  ( 1 9 8 3 a )  f i n d s  t h a t  p h e n o l  
immune s u p r e s s i o n  i s  d e p e n d e n t  on a n t i g e n  d o s e  and t i me  o f  e x p o s u r e .  
High  d o s e s  o r  p r o l o n g e d  t r e a t m e n t  w i t h  t h e  c h a l l e n g e  a n t i g e n  a b r o g a t e s  
t h e  p h e n o l  i n d u c e d  i n h i b i t i o n .  C h a l l e n g e  w i t h  t h e  a n t i g e n  a n d  
s u b s e q u e n t  e x p o s u r e  t o  a c o n t i n u o u s  p h e n o l  b a t h  r e s u l t s  i n  a n o r m a l  
immune r e s p o n s e .  F i s h  s e e m t o  h a v e  t h e  a b i l i t y  t o  a d a p t  t o  p h e n o l  
e x p o s u r e .
HEALTH OF THE FISH
I t  was more  d i f f i c u l t  t o  c a t c h ,  t r a n s p o r t ,  a n d  h a n d l e  s p o t  i n  
J u l y  t h a n  i t  was i n  May, w i t h o u t  o v e r l y  s t r e s s i n g  them b e c a u s e  o f  h i g h  
t e m p e r a t u r e s .  They a l s o  e x i b i t e d  more  p a t h o l o g i c a l  s i g n s  a n d  c a r r i e d  
h i g h e r  numbers  o f  p a r a s i t e s .
The  e x p e r i m e n t  s h o we d  t h a t  E l i z a b e t h  R i v e r  s e d i m e n t s  h a d  a n  
i m p a c t  on  t h e  g e n e r a l  h e a l t h  a n d  b e h a v i o r  o f  s p o t  a f t e r  25 d a y s  o f  
c o n t i n u o u s  e x p o s u r e .  L e t h a l  e f f e c t s  o c c u r e d  o n l y  w i t h i n  t h e  f i r s t  
w e e k .  R e s t l e s s n e s s  was  a l s o  n o t e d  f o r  l e s s  t h a n  a week .  The f i s h  d i d  
n o t  f e e d  f o r  t e n  d a y s .  P a r a s i t e s  d e c r e a s e d  i n  r e f e r e n c e  a n d  
c o n t a m i n a t e d  t a n k s  d u r i n g  t h e  e x p e r i m e n t .  T h i s  was n o t  s e e n  i n  P h a s e  
1 ,  a n d  ma y  b e  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  s e d i m e n t s  ( u n f a v o r a b l e  
e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s  f o r  t h e  p a r a s i t e s )  o r  f i s h  we r e  b e t t e r  a b l e  
t o  c o n t r o l  p a r a s i t e  b u r d e n s .  H i g h e r  p r e v a l e n c e  o f  T r  i c h o d  i n a  a n d  
a c a n t h o c e p h a I a n s  w e r e  m o r e  f r e q u e n t l y  s e e n  i n  f i s h  f r o m  t h e  
c o n t a m i n a t e d  t a n k  t h e n  i n  t h e  r e f e r e n c e  t a n k .
G r o s s  d a m a g e  t o  g i l l s ,  e y e s ,  f i n s ,  s k i n ,  and l i v e r  we r e  d e t e c t e d  
i n  f i s h  f rom t h e  c o n t a m i n a t e d  t a n k .  Many f i s h  w e r e  e m a c i a t e d .  Some o f  
t h e s e  p a t h o l o g i c a l  s i g n s  wer e  a l s o  d e t e c t e d  i n  f i s h  f rom t h e  r e f e r e n c e  
t a n k  b u t  a t  a much l o w e r  p r e v a l e n c e .  E v i d e n c e  b a s e d  on  n u m e r o u s  
h i s t o l o g i c a l  s t u d i e s  on  f i s h  e x p o s e d  t o  a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s  show 
f r e q u e n t  r e s p o n s e s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  v a s c u l a r  s y s t e m  ( da m a g e  t o  t h e  
h e a r t ,  p s e u d o b r a n c h ,  b l o o d  v e s s e l s ,  g i l l s ,  and e y e s ) ,  t h e  n e u r o s e n s o r y  
s y s t e m  (damage t o  t a s t e  b u d s ,  t h e  l a t e r a l  l i n e ,  o l f a c t o r y  m u c o s a ) ,  and 
t h e  l i v e r  (Meyer s  and  H e n d r i c k s ,  1 9 8 2 ) .  The s e  a n o m a l i e s  a r e  g e n e r a l l y  
d e t e c t e d  w i t h i n  1 t o  2 weeks  o f  e x p o s u r e  t o  200 ppm o r  l e s s  o f  w a t e r  
s o l u b l e  f r a c t i o n s  o f  o i l  ( D i M i c h e l e  and  T a y l o r ,  1977 ; Payne  e t  a l . »  
1977;  E u r e l l  and H e a n s l e y ,  1981;  M a l i n s ,  1 9 8 2 ) .  My r e s u l t s  a g r e e  w i t h  
t h e  l i t e r a t u r e .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  d a m a g e  o b s e r v e d  i n  s p o t  
e x p o s e d  t o  c o n t a m i n a t e d  s e d i m e n t s  c o u l d  h a v e  b e e n  d e t e c t e d  e a r l i e r  (1 
t o  2 w e e k s  a s  s e e n  i n  mos t  s t u d i e s )  had  t h e  f i s h  b e e n  s ampl ed  b e f o r e  
t h e  2 5 t *>d a y .  D e t e c t i o n  o f  d a ma g e  t o  t h e  n e u r o s e n s o r y  o r g a n s ,  t h e
p s e u d o b r a n c h ,  a n d  b l o o d  v e s s e l s  r e q u i r e s  h i s t o l o g i c a l  e v a l u a t i o n .  I t  
was t h e r e f o r e  n o t  p o s s i b l e  t o  s ay  w h e t h e r  o r  n o t  t h e s e  o r g a n s  ha d  b e e n  
a f f e c t e d .  F i n  e r o s i o n  a s  s e e n  i n  some i m p a c t e d  f i s h  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  
i s  a l s o  r e p o r t e d  i n  a  s t u d y  by H a r g i s  e t  a l .  ( i n  p r e s s ) .  These  l e s i o n s  
a n d  a l s o  t h e  s m a l l  b l i s t e r s  o b s e r v e d  on t h e  v e n t r a l  s u r f a c e  o r  n e a r  
t h e  mouth o f  some o f  t h e  f i s h  wer e  p r o b a b l y  due  t o  e x p o s u r e  t o  h i g h e r  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  p o l l u t a n t s  n e a r  t h e  s e d i m e n t  s u r f a c e .
The  p r e s e n c e  o f  d i s c o l o r e d  p a t c h e s  o n  t h e  b o d y  o f  f i s h  i n  
r e f e r e n c e  and p a r t i c u l a r l y  i n  c o n t a m i n a t e d  t a n k s  h a s  n o t  b een  r e p o r t e d  
p r e v i o u s l y  i n  h y d r o c a r b o n  t o x i c i t y  s t u d i e s .  T h i s  p a t h o l o g i c a l  s i g n  was 
p r o b a b l y  n o t  d u e  t o  a d i r e c t  t o x i c  a c t i o n  o f  t h e  p o l l u t a n t s  b u t  may 
h a v e  b een  i n d i r e c t  e v i d e n c e  o f  t o x i c i t y .  The  l e s i o n s  r e s s e m b l e d  a  
p a t h o l o g i c a l  s i g n  k n o w n  a s  " s u n b u r n " .  The  a c t u a l  s k i n  b u r n  i s  
g e n e r a l l y  due t o  t h e  e f f e c t  o f  d i r e c t  s u n l i g h t  on  f i s h  i n  s h a l l o w  
w a t e r  o r  a s  t h e y  f r e q u e n t l y  c o m e  u p  t o  t h e  s u r f a c e  t o  a v o i d  
u n f a v o r a b l e  o r  t o x i c  c o n d i t i o n s  i n  t h e  w a t e r  ( G o e d e ,  F i s h  H e a l t h  
I n s p e c t o r ,  p e r s .  c o m m u n . ) .  " S u n b u r n "  c an  a l s o  be  c a u s e d  by UV l i g h t  
( B u l l o c k  and R o b e r t s ,  1 9 8 1 ) .  Even t h o ug h  t h e  t a n k s  w e r e  c o v e r e d  by a 
d a r k  c o l o r e d  p l a s t i c  mesh t o  p r e v e n t  t h e  f i s h  f r om e s c a p i n g ,  t h e  f i s h  
may have  d e v e l o p e d  " s u n b u r n "  f r o m  t h e  i n c i d e n t  l i g h t .  The  h i g h e r  
p r e v a l e n c e  o f  " s u n b u r n " ,  and  a s s o c i a t e d  s c a l e  l o s s ,  i n  f i s h  e x p os e d  t o  
E l i z a b e t h  R i v e r  s e d i m e n t s  may h ave  a g a i n  c o n f i r m e d  t h e  t o x i c i t y  o f  t h e  
s e d i m e n t s .
Damage t o  g i l l s  and l i v e r s  o f  f i s h  e x p o s e d  t o  E l i z a b e t h  R i v e r  
s e d i m e n t s  was e x p e c t e d  f rom knowl edge  of  t h e  me chan i s m o f  h y d r o c a r b o n  
u p t a k e ,  a c c u m u l a t i o n ,  and e x c r e t i o n  by f i s h .  F i s h ,  l i k e  many o t h e r  
a q u a t i c  o r g a n i s m s ,  r e a d i l y  a c c u m u l a t e  h y d r o c a r b o n s  p r e s e n t  e v e n  a t  low
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c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  a m b i e n t  w a t e r  ( A n d e r s o n  e t  a l . ,  1 9 7 4 ;  N e f f  e t  
a l . ,  1 9 7 6 a  and b ,  N e f f ,  1978 ;  A n d e r s o n ,  1 9 7 9 ) .  S i n c e  h y d r o c a r b o n s  a r e  
h i g h l y  h y d r o p h o b i c  and  l i p o p h i l i c  l i p i d / w a t e r  p a r t i t i o n  c o e f f i c i e n t s  
f a v o r  t h e i r  r a p i d  t r a n s f e r  f r o m  a q u e o u s  s o l u t i o n  i n t o  l i p o p h i l i c  
c o m p a r t m e n t s  such  a s  b i o l o g i c a l  membranes ,  m a c r o m o l e c u l e s ,  a n d  d e p o t  
l i p i d  s t o r e s  i n  o r g a n i s m s  ( L e e  e t  a l . ,  1 9 7 2 ;  N e e l y  e t  a l . ,  1 9 7 4 ) .  
B i o a c c u m u l a t i o n  i n c r e a s e s  a s  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  s o l u b l e  
a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s  i n c r e a s e s  ( N e f f  e t  a l . ,  1 9 7 6 b ) .  G i l l  l a m e l l a e  
w h e r e  t h e  w a t e r - b l o o d  b a r r i e r  i s  o n l y  one  c e l l  t h i c k  a r e  g o o d  t a r g e t  
t i s s u e s  f o r  r a p i d  h y d r o c a r b o n  u p t a k e .  G i l l s  a r e  i n  f a c t  t h o u g h t  t o  be 
t h e  ma i n  r o u t e  o f  h y d r o c a r b o n  u p t a k e  by f i s h  ( W h i p p l e  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  
T h e  d e l i c a t e  s e n s o r y  o r g a n s  on t h e  s u r f a c e  o f  f i s h e s  a r e  a l s o  p e r f e c t  
t i s s u e s  f o r  a b s o r p t i o n  a n d  p o s s i b l y  d a m a g e  by  c h e m i c a l  c o m p o u n d s .  
P o l y a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s  i n g e s t e d  w i t h  t h e  f ood  c a n  be d e t e c t e d  i n  
t h e  l i v e r ,  g a l l b l a d d e r ,  a n d  b i l e ,  w i t h i n  72 h o u r s  a f t e r  i n g e s t i o n  
( K o r n  e t  a l . ,  1 9 7 6 ;  N e f f  e t  a l . ,  1 9 7 6 a  a n d  b;  Rouba l  e t  a l . ,  1977 ;  
N e f f ,  1 9 7 8 ) .  R e c e n t  f i n d i n g s  s h o w ,  h o w e v e r ,  t h a t  h y d r o c a r b o n  
a b s o r p t i o n  i n  t h e  g u t  i s  l e s s  t h a n  t h a t  v i a  t h e  g i l l s  ( Wh i p p l e  e t  a l . ,  
1 9 8 1 ) .
A r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s  t h e n  r a p i d l y  a c c u m u l a t e  i n  t h e  l i v e r ,  t h e  
ma i n  o r g a n  o f  d e t o x i f i c a t i o n  o f  f o r e i g n  c o m p o u n d s  i n  f i s h  ( K o r n  e t  
a l . ,  197 6  ; Bend  e t  a l . ,  1977;  Rouba l  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) ,  and a r e  e x c r e t e d  
a s  u n m e t a b o l i z e d  p r o d u c t s  by t h e  g i l l s ,  o r  a r e  m e t a b o l i z e d  a n d  s l o w l y  
r e l e a s e d  by  t h e  b i l e .  L i p i d  r i c h  m e s e n t e r i c  f a t  and t h e  b r a i n  a l s o  
a c c u m u l a t e  h y d r o c a r b o n s  ( K o r n  e t  a l . ,  1 9 7 6 ) .  McCa i n  e t  a l .  ( 1 9 7 7 )  
e x p o s e d  E n g l i s h  s o l e  t o  h y d r o c a r b o n s  f r o m  e x p e r i m e n t a l l y  o i l e d  
s e d i m e n t s  ( 7 0 0  ppm d r y  w e i g h t )  f o r  f o u r  m o n t h s .  T h e  f i s h  h a d
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a c c u m u l a t e d  maximum l e v e l s  o f  h y d r o c a r b o n s  i n  t i s s u e s  by 11 d a y s .  
A f t e r  27 d ay s  o n l y  l i v e r s  c o n t a i n e d  s i g n i f i c a n t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
h y d r o c a r b o n s ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  f i s h  d e t o x i f i e d  t h e  t o x i c  c h e m i c a l s .  
C o n c e n t r a t i o n s  o f  a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s  o r i g i n a l l y  f ou nd  i n  t i s s u e s  o f  
s o l e  w e r e  o f  t h e  same o r d e r  o f  m a g n i t u d e  a s  h y d r o c a r b o n  c o n c e n t r a t i o n s  
i n  c o n t a m i n a t e d  s e d i m e n t s .  T h i s  o b s e r v a t i o n  i s  a l s o  r e p o r t e d  f o r  o t h e r  
f i s h  s p e c i e s  ( M c C a i n  e t  a l . ,  1 9 7 7 ,  McCain and  M a l i n s ,  1982 ;  N e f f  e t  
a l . ,  1978 ) .
A c c u m u l a t i o n  o f  h y d r o c a r b o n s  f r om o i l e d  s e d i m e n t s  i n  e x p e r i m e n t a l  
t a n k s  i s  g e n e r a l l y  c o n s i d e r e d  l e s s  s i g n i f i c a n t  t h a n  f r o m  o i l  
i n t r o d u c e d  d i r e c t l y  i n  t h e  w a t e r ,  b u t  may be b e t t e r  s u i t e d  f o r  l o n g  
t e r m  e x p o s u r e  s i n c e  h y d r o c a r b o n s  a r e  l e a c h e d  o u t  o f  s e d i m e n t s  f o r  
s e v e r a l  weeks  ( A n d e r s o n  e t  a l . ,  1974;  Ve nde r me u l e n  and P e n r o s e ,  1 9 7 8 ) .  
O i l  i n  w a t e r  ( n o t  a s s o c i a t e d  w i t h  s e d i m e n t s )  o f t e n  b e c o m e s  n o n - t o x i c  
t o  o r g a n i s m s  w i t h i n  48  h o u r s  d u e  t o  w e a t h e r i n g  p r o c e s s e s  ( m i c r o b i a l  
d e g r a d a t i o n ,  c h e m i c a l  o x i d a t i o n ,  a n d  e v a p o r a t i o n )  ( E i s l e r ,  1 9 7 5 ;  
M a l i n s ,  1 9 7 5 ;  T e m p l e t o n  e t  a l . ,  1 9 7 5 ;  K a l l i o ,  1976 ;  McCain e t  a l . ,  
1977 ;  R i c e  and K a r i n e n ,  1 9 7 7 ) .
I n  t h i s  e x p e r i m e n t ,  i t  w a s  n o t  p o s s i b l e  t o  i d e n t i f y  a l l  t h e  
c o m p o u n d s  p r e s e n t  i n  E l i z a b e t h  R i v e r  s e d i m e n t s  s i n c e  t h e y  w e r e  
c o n t a m i n a t e d  w i t h  t h o u s a n d s  o f  d i f f e r e n t  s u b s t i t u t e d  and  u n s u b s t i t u t e d  
h y d r o c a r b o n s  ( c h i e f l y  a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s  f r o m  c r e o s o t e  a n d  
m a n u f a c t u r i n g  b y p r o d u c t s ,  b u t  a l s o  a l k a n e s  and a l i p h a t i c  compounds ) .  
Twenty  a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s  were  t h e r e f o r e  s e l e c t i v e l y  a n a l y z e d  f o r  
on  t h e  b a s i s  o f  e a s e  o f  d e t e c t i o n ,  a n d  known t o x i c i t y  t o  a q u a t i c  
o r g a n i s m s  i n c l u d i n g  f i s h  (Moore and D w y e r ,  1 9 7 4 ;  R i c e  e t  a l . ,  1976  ; 
R o u b a l  e t  a l . ,  1 9 7 7 ;  N e f f ,  1 9 7 8 ;  McCain and M a l i n s ,  1 9 8 2 ) .  Che mi c a l
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a n a l y s i s  o f  r e f e r e n c e  Y o r k  R i v e r  a n d  e x p e r i m e n t a l  E l i z a b e t h  R i v e r  
s e d i m e n t s  ' s h o v e d  t h a t  b o t h  c o n t a i n e d  a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s .  
C o n c e n t r a t i o n s  o f  h y d r o c a r b o n s  i n  e x p e r i m e n t a l  s e d i m e n t s  w e r e  g r e a t e r  
t h a n  o n e  h u n d r e d  t i m e s  t h a t  i n  r e f e r e n c e  s e d i m e n t s .  H i g h e r  
c o n c e n t r a t i o n s  i n  s a m p l e s  t a k e n  a t  t h e  end o f  P h a s e  2 ,  a s  c o m p a r e d  t o  
i n i t i a l  s a m p l e s ,  wa s  p r o b a b l y  due t o  u n e v e n  d i s t r i b u t i o n  o f  a r o m a t i c  
h y d r o c a r b o n s  a s  s e e n  i n  a p r e v i o u s  s t u d y  by H a r g i s  e t  a l .  ( i n  p r e s s ) .  
As e x p e c t e d  c o n t a m i n a t e d  s e d i m e n t s  c o n t a i n e d  h i g h  l e v e l s  o f  d i -  and 
p o l y a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s  c h a r a c t e r i s t i c  o f  c r e o s o t e  a n d  i t s  
b y p r o d u c t s  ( B l a c k  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  F l u o r e n e ,  p h e n a n t h r e n e , f l u o r a n t h e n e , 
and  p y r e n e  wer e  p a r t i c u l a r l y  a b u n d a n t  i n  e x p e r i m e n t a l  s e d i m e n t s .
T o x i c i t y  o f  p e t r o l e u m  t o  a q u a t i c  o r g a n i s m s  i s  d i r e c t l y  c o r r e l a t e d  
t o  t h e  c o n t e n t  o f  s o l u b l e  a r o m a t i c  d e r i v a t i v e s  ( N e f f  e t  a l . ,  1 9 7 6 b ) .  
C o n c e n t r a t i o n s  o f  compounds i n  t h e  w a t e r  w e r e  n o t  m e a s u r e d  b e c a u s e  o f  
t h e  d i f f i c u l t y  i n  a n a l y z i n g  w a t e r  e x t r a c t s .  H o w e v e r ,  w a t e r  s o l u b l e  
f r a c t i o n s  o f  a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s  a r e  g e n e r a l l y  f o u n d  t o  be  f o u r  
o r d e r s  o f  m a g n i t u d e  l ower  t h a n  t h a t  d e t e c t e d  i n  s e d i m e n t s  ( A n de r s on  e t  
a l . ,  1 9 7 4 ) .  Based  on c o n c e n t r a t i o n s  o f  s e l e c t e d  c h e m i c a l  s p e c i e s  i n  my 
t e s t  s e d i m e n t s ,  s o l u b l e  a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  
t a n k s  c o u l d  h a v e  r a n g e d  f rom 0 . 1  t o  15 ppb i n  t h e  c o n t a m i n a t e d  t a n k ,  
and 1 t o  2x10 ^ ppb i n  t h e  r e f e r e n c e  t a n k .
D a t a  f r o m  b i o a s s a y s  r e p o r t  t h a t  l e t h a l  e f f e c t s  f r o m  s o l u b l e  
f r a c t i o n s  o f  p e t r o l e u m  (LD,-q a t  96 h o u r s )  c a n  be e x p e c t e d  i n  t h e  1 t o  
500  ppm r a n g e  f o r  a d u l t  a q u a t i c  o r g a n i s m s  ( H y l a n d  a n d  S c h n e i d e r ,  
1 9 7 6 ) .  F o r  t h e  m o r e  s e n s i t i v e  l a r v a l  a n d  j u v e n i l e  s t a g e s  l e t h a l  
e f f e c t s  f r o m  o i l  u s u a l l y  o c c u r  a t  0 . 1  t o  10 ppm.  S u b l e t h a l  t o x i c
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e f f e c t s  a r e  d e t e c t e d  a t  0 . 1  t o  1 . 0  ppm. Che mi c a l  c o m m u n i c a t i o n  w h i c h
p l a y s  a c r u c i a l  r o l e  i n  f e e d i n g ,  r e p r o d u c t i o n ,  and  s o c i a l  b e h a v i o r  i n  
f i s h ,  c a n  b e  d i s r u p t e d  b y  s o l u b l e  a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s  a t  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  1 t o  10 ppb .  ( G a r d n e r ,  1 9 7 8 ) .  Only  p h e n a n t h r e n e  and 
f l u o r a n t h e n e  w e r e  a t  c o n c e n t r a t i o n s  n e a r  0 . 1  p p b  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  
( t h e  l o w e s t  v a l u e  r e p o r t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  f o r  l e t h a l  e f f e c t s  i n  
j u v e n i l e s ) .  A l l  o t h e r  h y d r o c a r b o n s  w e r e  l e s s  a b u n d a n t .  M o r t a l i t i e s  
r e c o r d e d  i n  o i l  e x p o s e d  f i s h  a t  s uch  low c o n c e n t r a t i o n s  o f  s o l u b l e  o i l  
f r a c t i o n s  may h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  s p o t  w e r e  u n u s u a l l y  s e n s i t i v e  t o  
h y d r o c a r b o n  t o x i c i t y  o r  t h a t  o t h e r  p h y s i c a l  ( e g .  h i g h  t e m p e r a t u r e s ,  
low d i s s o l v e d  o xyge n ,  o r  c o n f i n e m e n t )  o r  b i o l o g i c a l  f a c t o r s  a c c o u n t e d  
f o r  t h e  h i g h  s u s c e p t i b i l i t y .  A c c u m u l a t i o n ,  t o x i c i t y ,  and  r e l e a s e  o f  
h y d r o c a r b o n s  v a r i e s  t r e m e n d o u s l y  b e t w e e n  f i s h  s p e c i e s  ( M o o r e  a n d  
D w y e r ,  1 9 7 4 ;  D e v r i e s ,  1 9 7 6 ;  N e f f  e t  a l . ,  1976b ;  R i c e  e t  a l . ,  1976 ;  
A n d e r s o n ,  1979;  Moles  e t  a l . ,  1979 ;  S t egeman  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) ,  and w i t h i n  
a  s p e c i e s  v a r i e s  w i t h  a g e  ( R i c e  e t  a l . ,  1 9 7 5 a  a n d  b;  N e f f  e t  a l . ,  
1 9 7 6 a )  , s e x  a n d  f a t  c o n t e n t  ( F o u r e m a n  e t  a l  . , 1 9 8 3 ) ,  m e t a b o l i c  
a c t i v i t y  a n d  n u t r i t i o n a l  s t a t e  ( F i n g e r m a n  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  I t  i s  a l s o  
p o s s i b l e  t h a t  o t h e r  c h e m i c a l  c o m p o u n d s  ( e g .  h e a v y  m e t a l s )  may h a v e  
a c t e d  s y n e r g i s t i c a l l y  w i t h  h y d o c a r b o n s  and i n c r e a s e d  t h e  t o x i c i t y  o f  
t h e  s e d i m e n t s .
M o r t a l i t i e s  n o t e d  i n  i m p a c t e d  f i s h  we r e  p r o b a b l y  due  t o  v o l a t i l e ,  
low b o i l i n g  p o i n t  h y d r o c a r b o n s  p a r t i c u l a r l y  m o n o - ,  d i - ,  a n d  t r i -  
a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s .  C r e o s o t e  c o n t a i n s  a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s  l i g h t e r  
t h a n  p h e n a n t h r e n e  t h a t  a r e  v e r y  s o l u b l e  i n  s e a w a t e r  ( S i r o t a  a n d  U t h e ,  
1 9 8 0 ) .  E a r l y  t o x i c  e f f e c t s  ( a f t e r  l e s s  t h e n  a w e e k  o f  e x p o s u r e )  
s u g g e s t e d  t h a t  t h e  more s o l u b l e  h y d r o c a r b o n s ,  p o s s i b l y  p h e n a n t h r e n e  o r  
f  l u o r  e n t h e n e , w e r e  r e s p o n s a b l e  f o r  m o r t a l i t i e s .  The s e  f i n d i n g s  would
a g r e e  w i t h  t h e  l i t e r a t u r e  t h a t  s ho w s  t h a t  m o s t  o f  t h e  t o x i c i t y  o f  
p e t r o l e u m  t o  f i s h  i s  a t t r i b u t e d  t o  t h e  s o l u b l e  d i -  and  t r i - a r o m a t i c  
h y d r o c a r b o n s  ( n a p h t a l e n e ,  f l u o r e n e ,  p h e n a n t h r e n e ,  a n d  a n t h r a c e n e )  
( N e f f  e t  a l . ,  1 9 7 6 a  a n d  b ;  N e f f ,  1 9 7 8 ) .  A l i p h a t i c  c o m p o u n d s  a n d  
a l k a n e s  a r e  n o t  known t o  p r o d u c e  s i g n i f i c a n t  t o x i c i t y  i n  f i s h .  
M o n o a l k a n e s  a r e  g e n e r a l l y  t o x i c  v i a  a l t e r a t i o n  o f  c e l l  m e mb ra n e  
p e r m e a b i l i t y  (Morrow e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  P o l y c y c l i c  h y d r o c a r b o n s  a l t h o u g h  
p r e s e n t  i n  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  i n  e x p e r i m e n t a l  s e d i m e n t s ,  a r e  u s u a l l y  
f o u nd  a t  v e r y  low l e v e l s  i n  w a t e r  s o l u b l e  f r a c t i o n s  o f  o i l  b e c a u s e  o f  
t h e i r  l ow s o l u b i l i t y  i n  w a t e r  ( M c A u l i f f e ,  1 9 6 5 ;  M c A u l i f f e  e t  a l . ,  
1 9 7 5 ) .  They a r e  u s u a l l y  n o t  a c u t e l y  t o x i c  t o  f i s h  ( N e f f  e t  a l . ,  1 9 78 ) .  
L o n g  t e r m  b i o a s s a y s  show s u b s t a n t i a l  c h r o n i c  t o x i c i t y  o f  p o l y a r o m a t i c  
h y d r o c a r b o n s  i f  t h e s e  become m e t a b o l i z e d  i n t o  c a r c i n o g e n s  i n  i m p a c t e d  
o r g a n i s m s  t h a t  h a v e  an  e f f i c i e n t  mi xed  f u n c t i o n  o x i d a s e  enzyme sys t em 
i n  t h e  l i v e r  ( G r o v e r  and  S ims ,  1968;  S tegeman a n d  S a b o ,  1 9 7 6 ;  B e n d e r  
e t  a l . ,  1 9 7 7 ;  G r u g e r  e t  a l . ,  1 9 7 7 ;  S t e g e m a n n ,  1977;  Staham e t  a l . ,  
1978;  Fu e t  a l . ,  1980;  Ahokas  and  P e l k o n e n ,  1983  ; F i n g e r m a n  e t  a l . ,  
1 9 8 3 ;  S t e g e m a n  a n d  W o o d i n ,  1 9 8 3 ,  S t egeman e t  a l . ,  i n  p r e s s ) .  Tumors 
a nd  c a n c e r s  a r e  r e p o r t e d  i n  f e r a l  f i s h  i n h a b i t i n g  P A H - c o n t a m i n a t e d  
w a t e r s  i n  t h e  New Y o r k  B i g h t ,  S o u t h e r n  C a l i f o r n i a ,  P ug e t  Sound i n  
W a s h i n g t o n ,  t h e  G r e a t  L a k e s ,  and  F l o r i d a  ( H a r s h b a r g e r , 1 9 7 7 ) .  Tumor s  
a r e  a l s o  i n d u c e d  i n  f i s h  i n  t h e  l a b o r a t o r y  a f t e r  e x p o s u r e s  t o  
c a r c i n o g e n s  f o r  6 mon t hs  o r  more  (Couch and C o u t n e y ,  H a w k i n s  e t  a l . ,  
a n d  H i n t o n ,  i n  p r e s s ) .  H o w e v e r ,  i t  i s  h i g h l y  u n l i k e l y  t h a t  s u c h  
c h a n g e s  would  h a v e  o c c u r e d  i n  t h e  o i l - e x p o s e d  s p o t  d u e  t o  t h e  s h o r t  
t i m e  o f  e x p o s u r e .  The  a b s e n c e  o f  t umors  i n  f i s h  e x p o s e d  t o  E l i z a b e t h  
R i v e r  s e d i m e n t s  was ,  t h e r e f o r e ,  n o t  s u r p r i s i n g .
SUMMARY
1 )  S p o t  p r o v e d  t o  b e  a  g o o d  e x p e r i m e n t a l  m a r i n e  a n i m a l  f o r  h u mo r a l  
i m m u n o l o g y  s t u d i e s .  T h e y  a l s o  w e r e  e a s y  t o  c a p t u r e ,  t r a n s p o r t ,  
a c c l i m a t e  t o  t h e  l a b o r a t o r y ,  a n d  c o u l d  b e  m a i n t a i n e d  on c o m me r c i a l  
d i e t  f o r  s i x  we e ks .  S p o t  c a u g h t  i n  May a n d  J u n e  w e r e  a l l  i m m a t u r e ,  
h e a l t h y  f i s h ,  wh i ch  c a r r i e d  m o d e r a t e  p a r a s i t e  b u r d e n s .
2 )  A s i n g l e  i . p .  i n j e c t i o n  o f  2 0 , 3 5 ,  and 50% SRBCs i n  PBS c o u l d  e l i c i t  
a s i g n i f i c a n t  p r o d u c t i o n  o f  s e rum a n t i b o d i e s  i n  s p o t  w i t h i n  25 d a y s  a t  
2 5 -27^C and  17 p p t  s a l i n i t y .  Serum a n t i b o d i e s  w e r e  f i r s t  d e t e c t e d  10 
d a y s  p o s t - i n  j  e c t  i o n  a n d  r o s e  c o n t i n u o u s l y  u n t i l  t h e  e x p e r i m e n t  was 
e n d e d .  The r a t e  o f  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  was d o s e  d e p e n d e n t ,  b u t  s i m i l a r  
maximum t i t e r s  were  o b t a i n e d  w i t h  a l l  a n t i g e n  c o n c e n t r a t i o n s  i n j e c t e d  
25 d ay s  p o s t - i n j e c t i o n .  N a t u r a l  h e m a g g l u t i n i n  l e v e l s  i n  s p o t  we r e  low.
3 )  S e r a  o f  s p o t  i n o c u l a t e d  w i t h  SRBCs,  a n d  e x p os ed  c o n t i n u o u s l y  t o  
P A H - c o n t a m i n a t e d  E l i z a b e t h  R i v e r  s e d i m e n t s ,  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  
h i g h e r  a n t i b o d y  t i t e r s  25 d a y s  p o s t - i n j e c t i o n  t h a n  t h o s e  e x p o s e d  t o  
r e f e r e n c e  s e d i m e n t s .  O v e r a l l  a n t i b o d y  l e v e l s  we r e  low.
4 )  P o l l u t a n t  e x p o s e d  f i s h  s h o w e d  a l t e r e d  f e e d i n g  b e h a v i o r ,  
h y p e r a c t i v i t y ,  e m a c i a t i o n ,  a n d  g r o s s  d a m a g e  t o  g i l l s ,  f i n s ,  s k i n ,
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a n d  l i v e r .  F i s h  e x p o s e d  t o  r e f e r e n c e  s e d i m e n t s  e x i b i t e d  l ow 
p r e v a l e n c e  o r  none  o f  t h e s e  p a t h o l o g i c a l  s i g n s .
6 )  The  p o t e n t i a l  f o r  c o m p e n s a t o r y  r e s p o n s e s  a t  low d o s e s  mus t  n o t  be 
o v e r l o o k e d  i n  t o x i c i t y  s t u d i e s .  T h e s e  may i n f l u e n c e  t h e  m a g n i t u d e  a n d  
t e m p o r a l  c o u r s e  o f  r e s p o n s e s  t o  s t r e s s o r s .  E a c h  f i s h  s p e c i e s  
c o n s i d e r e d  may r e s p o n d  d i f f e r e n t l y .
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F o r k  l e n g t h  of
P e r c e n t  immuno­
gen i n j e c t e d
TABLE l a .
t h e  f i s h  i n j e c t e d  0 , 2 0 , 3 5 ,  and 50% SRBCs
Days p o s t - i n j e c t i o n  
5 10 15 20
w i t h  t i m e .  
25
(Mean + S.D.  f o r k  l e n g t h )
0 154 . 6 1 5 9 . 8 1 6 2 . 4 1 61 . 6
( + 1 0 . 7 8 ) ( + 1 1 . 9 ) ( + 1 3 . 1 6 )  ( + 1 2 . 5 )
20 1 6 1 . 3 155 . 7 16 2 . 5 1 6 8 . 4
( + 7 . 6 ) ( + 1 4 . 3 ) ( + 1 4 . 1 ) ( + 1 2 . 3 )
35 1 6 7 . 5 1 6 2 . 3 164 . 5 1 57 . 7
( + 1 3 . 6 ) ( + 1 3 . 7 ) ( + 1 1 . 9 ) ( + 1 4 . 5 )
50 1 5 0 . 5 16 1 . 3 1 5 6 . 7 1 5 4 . 4
( + 9 . 9 ) ( + 1 6 . 3 ) ( + 7 . 3 ) ( + 1 8 . 4 )
Wei gh t  o f  t h e  f i s h
P e r c e n t  immuno­
gen i n j e c t e d  5
T a b l e  l b .
i n j e c t e d  0 , 2 0 , 3 5 ,  and 50% SRBCs w i t h  
Days p o s t - i n j e c t  i o n  
10 15 20
t  i m e . 
25
0
(Mean + S.D.  wei  
5 1 . 5  4 8 . 8
g h t )
4 7 . 5 6 2 . 6
(+3.4.5) (+12 . 4 ) ( + 9 . 4 ) ( + 9 . 6 )
20 6 1 . 3 5 5 . 6 5 7 . 4 6 1 . 3
( + 1 4 . 0 ) ( + 8 . 7 ) ( + 1 5 . 6 ) ( + 1 4 . 5 )
35 5 2 . 1 6 9 . 7 5 7 . 5 4 7 . 6
( + 1 6 . 9 ) ( + 1 7 . 0 ) ( + 1 3 . 3 ) ( + 9 . 5 )
50 4 4 . 6 4 3 . 6 4 7 . 0 4 4 . 6
( + 1 5 . 0 ) ( + 7 . 3 ) ( + 7 . 6 ) ( + 1 5 . 0 )
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TABLE 2.
W 7 -vMean C o n d i t i o n  F a c t o r  (K=-~ x 10 ) o f  t h e  f i s h  a t  d i f f e r e n t  
immunogen c o n c e n t r a t i o n s *  w i t h  t i m e  ( P h a s e  1 ) .
Days p o s t - i n j e c t i o n
P e r c e n t  immunogen
i n j e c t e d  10 15 20 25
(Mean + S.D.  c o n d i t i o n  f a c t o r )
1 . 3 8  1 . 2 4  1 . 1 3  1 . 4 4
(+ 0 . 3 0 )  (+ 0 . 4 1 )  (+ 0 . 2 5 )  (+ 0 . 6 7 )
20 1 . 4 8  1 . 5 4  1 . 21  1 . 29
(+ 0 . 4 5 )  (+ 0 . 4 6 )  (+ 0 . 3 2 )  (+ 0 . 4 1 )
35 1 . 4 0  1 . 51  1 . 2 7  1 . 30
(+ 0 . 6 5 )  (+ 0 . 7 5 )  (+ 0 . 0 8 )  (+ 0 . 3 9 )
50 1 . 41  1 . 0 9  1 . 2 2  1.31
(+ 0 . 6 6 )  (+ 0 . 3 4 )  (+ 0 . 1 2 )  (+ 0 . 6 0 )
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TABLE 3 .
FISH NECROPSIES -  E x t e r n a l  and i n t e r n a l  s i g n s  o f  p a t h o l o g y  ( P h a s e  1 ) .
Days p o s t - i n j e c t i o n
B a s e l i n e
f i s h
GROSS EXTERNAL SIGNS:
1.  PALE GILLS: 0 . 0
0% SRBC 
20% SRBC 
35% SRBC 
50% SRBC
2 .  EMACIATION ( s l i g h t )  0 . 0
0% SRBC 
20% SRBC 
35% SRBC 
50% SRBC
3 .  PARASITES:
c i l i a t e d  P r o t o z o a  
( T r i c h o d i n a )  4 8 . 7
GROSS INTERNAL SIGNS:
I .  PALE LIVER: 0 . 0
0% SRBC 
20% SRBC 
35% SRBC
5 10 15 20 25
( p e r c e n t  f i s h  a f f e c t e d }
0 . 0 0 . 0 1 0 . 0 2 0 . 0 0 . 0
0 . 0 1 0 . 0 4 0 . 0
oao 0 . 0
0 . 0 3 0 . 0 3 0 . 0 3 0 . 0 0 . 0
0 . 0 3 0 . 0 2 0 . 0 2 0 . 0 1 0 . 0
o•o 0 . 0 0 . 0 1 0 . 0 0 . 0
0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0
0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0
0 . 0 0 . 0 0 . 0 3 0 . 0 2 0 . 0
6 4 . 0 6 3 . 0 4 5 . 0 7 0 . 0 5 8 . 0
0 . 0 2 0 . 0 1 0 . 0
o
•
o
2 0 . 0
0 . 0 10 . 0 3 0 . 0 0 . 0 1 2 . 0
0 . 0 2 0 . 0 3 0 . 0 1 0 . 0 1 0 . 0
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( t a b l e  3 .  c o n t i n u e d )
50% SRBC 0 . 0  5 0 . 0  2 0 . 0  0 . 0  10 . (
2 .  PARASITES:
Nematoda 5 . 4  6 4 . 0  6 3 . 0  4 5 . 0  8 0 . 0 5 8 . 0
P l a t y h e l m i n t h e s
( D i g e n e a n  T r e m a t o d e s )  2 1 . 7  2 6 . 0  2 2 . 0  3 5 . 0  2 5 . 0  2 0 . 0
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TABLE 4 .
S i z e s  o f  t h e  f i s h  a t  t h e  t i me  o f  i n j e c t i o n  (Day 0)  and 
b l e e d i n g  (Day 25)  i n  r e f e r e n c e  (TR) and c o n t a m i n a t e d  (TC) t a n k s .
Day 0 Day 25
Tank P e r c e n t  Ave.  Ave.  Ave.  A v e .
SRBCs L e n g t h  Wei ght  L e n g t h  Wei gh t  L W
(mm.) ( g r s . )  (mm.) ( g r s . )
TR 0 1 8 0 . 8  8 8 . 0  1 7 8 . 2  9 5 . 2  - 2 . 5 5  - 7 . 1 4
(+ 9 . 7 5 )  (+ 1 6 . 2 )  (+ 9 . 0 9 )  (+ 1 4 . 3 )
TR 35 1 8 1 . 9  9 1 . 0  1 8 2 . 0  1 0 0 . 8  0 . 0 9  9 . 8 3
(+ 9 . 6 4 )  (+ 1 6 . 2 )  (+ 8 . 1 4 )  (+ 1 3 . 3 )
TC 0 18 4 . 5  9 2 . 5  18 5 . 6  9 2 . 8  1 . 6 8  0 . 2 3
(+ 1 1 . 2 )  (+ 1 5 . 5 )  (+ 1 0 . 7 )  (+ 1 6 . 1 )
TC 35 1 7 6 . 6  8 3 . 2  1 7 7 . 0  8 6 . 6  0 . 4 2  3 . 3 2
(+ 1 2 . 6 )  (+ 1 8 . 5 )  (+ 1 2 . 1 )  (+ 2 2 . 3 )
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TABLE 5.
Mean C o n d i t i o n  F a c t o r  (K) o f  c o n t r o l  and  S R B C - i n j e c t e d  f i s h ,  a t  
i n j e c t i o n  t i m e  ( d a y  0 )  a n d  b l e e d i n g  ( d a y  2 5 ) ,  i n  r e f e r e n c e  (TR.) and 
c o n t a m i n a t e d  (TC) t a n k s .
Days p o s t - i n j e c t i o n
Tank P e r c e n t  immuno­
gen  i n j e c t e d 0 25 K
(Kean h S. D. c o n d i t i o n  f a c t o r )
TR 0 1 . 3 6 1 . 5 0 0 . 1 4
(+ 0 . 3 8 ) (+ 0 . 2 6 )
TR 35 1 . 4 4 1 . 5 3 0 . 0 9
(+ 0 . 3 1 ) (+ 0 . 4 5 )
TC 0 1 . 2 0 1 . 51 0 . 3 1
( + 0 . 5 5 ) (+ 0 . 0 9 )
TC 35 1 . 40 1 . 52 0 . 1 2
(+ 0 . 3 1 ) (+ 0 . 1 6 )
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TABLE 6.
FISH NECROPSIES -  E x t e r n a l  and  i n t e r n a l  s i g n s  o f  p a t h o l o g y  ( P h a s e  2 ) .
R e f e r e n c e
t a n k
C o n t a m i n a t e d
t a n k
B a s e l i n e  
( n = 2 5 )
C o n t r o l  
( n = 2 5 )
SRBC
(n=23)
C o n t r o l
(n=17)
SRBC
(n=24
GROSS EXTERNAL SIGNS:
( p e r c e n t  f i s h a f f e c t e d )
1.  GILLS:
p a l e  ( a n e m i c ) 0 . 0 4 . 0 0 . 0 1 1 . 8 4 . 8
c o n g e s t e d 0 . 0 4 . 0 4 . 3 2 9 . 4 1 2 . 5
2 .  EYES:
o p a c i t y 0 . 0 4 . 0 0 . 0 0 . 0 4 . 2
3 .  FINS:
e r o s i o n 1 0 . 0 0 . 0 0 . 0 5 . 9 0 . 0
h y p e r e m i a 0 . 0 4 . 0 0 . 0 1 1 . 8 8 . 3
4 .  SKIN:
D i s c o l o r e d  p a t c h e s 0 . 0 0 . 0 0 . 0 2 9 . 4 8 . 3
l o s s  o f  s c a l e s 11 . 7 0 . 0 0 . 0 5 . 4 8 . 3
b l i s t e r s 0 . 0 0 . 0 0 . 0 5 . 9 12 . 5
5 .  EMACIATION: 0 . 0 5 . 3 0 . 0 7 . 2 1 6 . 8
6 .  PARASITES:
( m o d e r a t e  t o  lov? numbers )
c i l i a t e d  P r o t o z o a  ( T r i -  
c h o d i n a ) 9 0 . 0 0 . 0 4 . 3 5 . 9 2 0 . 8
( t a b l e  6 .  c o n t i n u e d )
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7 .  FUNGAL INFECTION: ( m i l d  
on g i l l s ) 0 . 0 0. 0 0 . 0 1 3 . 4 0 . 0
GROSS INTERNAL SIGNS: 
1 .  BILE:
f u l l  ( B i l i r u b i n ) 5 . 0 1 2 . 0 6 . 0 17 . 6 2 9 . 2
LIVER: \
h e p a t o m e g a l y 0 . 0 1 6 . 0 8 . 7 5 8 . 8 8 7 . 5
p a l e  c o l o r 1 0 . 0 4 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0
l o s s  of  f i r m n e s s 0 . 0 4 . 0 0 . 0 3 5 . 3 8 3 . 3
PARASITES:
Nematoda 16 . 7 2 8 . 0 1 7 . 4 0 . 0 2 0 . 8
A c a n t h o c e p h a l a 1 0 . 0 4 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0
P l a t y h e l m i n t h e s  
( D i g e n e a n  T r e m a t o d e s ) 4 0 . 0 4 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0
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1
TABLE 7 .
I n i t i a l  and f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s  ( i n  ppb d r y  w e i g h t  s e d i m e n t )  
o f  s e l e c t e d  PAHs o f  i n c r e a s i n g  m o l e c u l a r  w e i g h t  i n  
r e f e r e n c e  and  c o n t a m i n a t e d  t a n k s .
R e f e r e n c e  C o n t a m i n a t e d
COMPOUND cone  • c o n e . c o n e . cone
N a p h t a l e n e 26 36 3878 2156
B e n z o t h i o p e n e 10 43 108 0
2 - M e t h y I n a p h t a l e n e 31 24 5330 1751
1 - M e t h y l n a p h t a l e n e 53 71 4327 6130
B i p h e n y l 16 92 5226 5338
F l u o r e n e 25 98 30039 37889
D i b e n z o t h i o p e n e 0 36 9821 12369
P h e n a n t h r e n e 118 249 120487 151505
A n t h r a c e n e 0 11 10193 9740
F l u o r a n t h e n e 151 310 71345 92936
P y r e n e 130 238 40246 52680
BenzoC a ) f l u o r e n e 0 23 9036 11774
BenzoC b ) f l u o r e n e 0 54 8338 11450
B e n z o C a ) a n t h r a c e n e 48 73 9667 15364
C h r y s e n e 105 150 9659 15006
B e n z o C j , b , k ) f l u o r a n t b e n e s 0 100 6643 11003
BenzoC e ) p y r e n e 57 38 1867 3497
BenzoC a ) p y r e n e 26
4
26 2199 4177
P e r y l e n e 118 92 626 1698
IndenoC c d - 2 , 3 ) p y r e n e 56 65 0 1428
BenzoC g h i ) p e r y l e n e 28 35 0 _____ 0
TOTAL 998 1864 349035 447891
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F i g u r e  1 :  S a mpl i ng  l o c a t i o n s  in  t h e  C h e s a p e a k e  B a y .  Open c i r c l e  
( O )  i n d i c a t e s  r e f e r e n c e  s i t e  a n d  c l o s e d  c i r c l e  ( # )  i n d i c a t e s  
c o n t a m i n a t e d  s i t e .
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APPENDIX 1 .
A n t i b o d y  l e v e l s  e x p r e s s e d  a s  
maximum w e l l  s h o w i n g  a g g l u t i n a t i o n
Day p o s t ­
i n j e c t i o n  P B S - i n j e c t e d  2 0 % - i n j e c t e d  3 5 / o - i n j e c t e d  5 0 % - i n j e c t e d
10
15
20
C . 00 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0
0 . 0 0 2 . 0 0 1 . 0 0 0 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0
1 . 0 0 1 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0
0 . 0 0 1 . 0 0 0 . 0 0 3 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0 1 . 0 0
- 0 . 0 0 0 . 0 0 2 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0 2 . 0 0 0 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0
0 . 0 0 1 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0 2 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0 2 . 0 0
0 . 0 0 2 . 0 0 1 . 0 0 0 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0 - 1 . 0 0
0 . 0 0 3 . 0 0 2 . 0 0 1 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0
1 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0 1 . 0 0
0 . 0 0 2 . 0 0 0 . 0 0 3 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0 1 .0G 2 . 00
0 . 0 0 4 . 0 0 0 . 0 0 3 .00
0 . 0 0 2 . 0 0 3 . 0 0 1 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0 3 . 0 0 0 . 0 0
0 . 0 0 1 . 0 0 - -
0 . 0 0 3 . 0 0 2 . 0 0 4 . 0 0
0 . 0 0 l ' .o o 4 . 0 0 5 . 0 0
0 . 0 0 3 . 0 0 1 . 0 0 4 . 0 0
1 . 0 0 2 . 0 0 3 . 0 0 4 . 0 0
1 . 0 0 0 . 0 0 5 . 0 0 5 . 0 0
0 . 0 0 1 . 00 3 . 0 0 2 . 0 0
1 . 0 0 5 . 0 0 0 . 0 0 3 . 0 0
0 . 0 0 2 . 0 0 4 . 0 0 4 . 0 0
- 0 . 0 0 2 . 00 5 . 0 0
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Days  p o s t ­
i n  j e c t  i o n
25
a p p e n d i x  1 ,  c o n t i n u e d .
P B S - i n j e c t e d  2 0 % - i n j e c t e d
- 0 . 0 0
1 . 0 0 6 . 0 0
0 . 0 0 4 . 0 0
2 . 0 0 6 . 0 0
1 . 0 0 7 . 0 0
0 . 0 0 5 . 0 0
- 4 . 0 0
- 5 . 0 0
3 5 % - i n j e c t e d  5 0 % - i n j e c t e d
5 . 0 0 4 . 0 0
6 . 0 0 5 . 0 0
5 . 0 0 5 . 0 0
5 . 0 0 5 . 0 0
5 . 0 0 5 . 0 0
6 . 0 0 6 . 0 0
6 . 0 0 4 . 0 0
5 . 0 0 6 . 0 0
5 . 0 0 5 . 0 0
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APPENDIX 2 .
A n t i b o d y  l e v e l s  e x p r e s s e d  a s  
maximum w e l l  s h o w i n g  a g g l u t i n a t i o n
Days  p o s t -  S R B C - i n j e c t e d  P B S - i n j e c t e d  S R B C - i n j e c t e d  P B S - i n j e c t e d
i n j e c t i o n  R e f .  t a n k  R e f .  t a n k  C o n t . t a n k  C o n t . t a n k
1 . 0 0 0 . 0 0
1 . 0 0 0 . 0 0
1 . 0 0 1 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0
1 . 00 0 . 0 0
3 . 0 0 0 . 0 0
1 . 0 0 1 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0
2 . 0 0 0 . 0 0
1 . 0 0 1 . 0 0
2 . 0 0 1 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0
2 . 0 0 1 . 0 0
1 . 0 0 1 . 0 0
1 . 0 0 1 . 0 0
1 . 0 0 0 . 0 0
1 . 0 0 0 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0
3 . 0 0 0 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0
4 . 0 0 0 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0
- 0 . 0 0
- 0 . 0 0
3 . 0 0 1 . 0 0
1 . 0 0 0 . 0 0
2 . 0 0 0 . 0 0
3 . 0 0 0 . 0 0
2 . 0 0 0 . 0 0
4 . 0 0 1 . 0 0
3 . 0 0 0 . 0 0
2 . 0 0 0 . 0 0
3 . 0 0 0 . 0 0
4 . 0 0 0 . 0 0
3 . 0 0 0 . 0 0
3 . 0 0 0 . 0 0
3 . 0 0 1 . 0 0
2 . 0 0 0 . 0 0
2 . 0 0 0 . 0 0
4 . 0 0 0 . 0 0
3 . 0 0 0 . 0 0
1 . 0 0 -
1 . 0 0 ~
2 . 0 0 -
4 . 0 0 -
4 . 0 0 -
3 . 0 0 -
1 . 0 0 -
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a n t i g e n  d o s e  on t h e  a n t i b o d y  r e s p o n s e  o f  j u v e n i l e  c o h o  s a l m o n  
( O n c h o r y n c l i u s  k i  s u  t  ch  ) t o  Aejnompna.s  j L a J j n o n i c  i d a  e n d o t o x i n .  
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B i o m e d i c a l  P r e s s ,  M o r t h - H o l l a n d .
* > * 
1 9 8 0 b .  T h e  i mmu n e  s y s t e m  o f  c y p r i n i d  f i s h .  K i n e t i c s  a n d  
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a n t h r a c e n e  by y o u n g  c o h o  s a l m o n  ( O n c h o r y n c h u s  k i s u t c h ) . A r c h .  
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a n d  h e m a g g l u t  i n a t  i o n - i n h i b i t  i o n  w i t h  t a n n i c  a c i d  a n d  p r o t e i n -  
t r e a t e d  r e d  b l o o d  c e l l s .  J .  I mmunol .  7 2 : 3 6 0 - 3 6 7 .
S t e g e m a n ,  J . J ,  a n d  D . J .  S a b o .  1 9 7 6  . A s p e c t s  o f  t h e  e f f e c t s  o f  
p e t r o l e u m  h y d r o c a r b o n s  on  i n t e r m e d i a r y  m e t a b o l i s m  a n d  x e n o b i o t i c  
m e t a b o l i s m  i n  m a r i n e  f i s h .  P a g e s  4 2 3 - 4 3 6  i n  S o u r c e s ,  e f f e c t s ,  
a nd  s i n k s  o f  h y d o c a r b o n s  i n  t h e  a q u a t i c  e n v i r o n m e n t .  P r o c e e d i n g s  
o f  t h e  s y m p o s i u m ,  A u g u s t  9 - 1 1 ,  W a s h i n g t o n ,  DC.  T h e  A m e r i c a n  
I n s t i t u t e  o f  B i o l o g i c a l  S c i e n c e s .
------------------------1 9 7 7 .  I n f l u e n c e  o f  e n v i r o n m e n t a l  c o n t a m i n a t i o n  on
c y t o c h r o m e  P - 4 5 0  m i x e d  f u n c t i o n  o x y g e n a s e s  i n  f i s h :  I m p l i c a t i o n s  
f o r  r e c o v e r y  i n  t h e  Wi l d  H a r b o r  M a r s h .  J .  F i s h .  R e s .  B o a r d  C a n .  
3 5 : 6 6 8 - 6 7 4 .
-------------------------, B . R .  Wood i n ,  a nd  R . L .  B i n d e r .  I n  p r e s s .  P a t t e r n s  o f
B e n z o ( a ) p y r e n e  m e t a b o l i s m  b y  v a r i e d  s p e c i e s ,  o r g a n s  a n d  
d e v e l o p m e n t a l  s t a g e s  o f  f i s h .  J .  N a t .  C a n c e r  I n s t .  Monog.
------------------------------ , B . R .  W o o d i n .  P a p e r  p r e s e n t e d  a t  t h e  s e c o n d
i n t e r n a t i o n a l  s y m p o s i u m  o n  r e s p o n s e s  o f  m a r i n e  o r g a n i s m s  t o  
p o l l u t a n t s ,  A p r i l  2 7 - 2 9 ,  1 9 8 3 ,  Woods H o l e ,  M a s s a c h u s s e t t s .
S t e h l i k ,  L . L .  1 9 8 2 .  B i o a c c u m u l a t i o n  and e f f e c t s  o f  K e p o n e  o n  s p o t ,  
L e i o s t omus  x a n t _ h u r p s  • M. A.  t h e s i s ,  S c h o o l  o f  M a r i n e  S c i e n c e ,  
C o l l e g e  o f  W i l l i a m  and  Ma r y ,  G l o u c e s t e r  P o i n t ,  VA. 70 p p .
S t j e r n s w a r d ,  J .  1 9 6 6  . E f f e c t  o f  n o n c a r c i n o g e n i c  a nd  c a r c i n o g e n i c  
h y d r o c a r b o n s  on a n t i b o d y - f o r m i n g  c e l l s  m e a s u r e d  a t  t h e  c e l l u l a r  
l e v e l  i n  v i t r o . J .  N a t .  C a n c e r  I n s t .  3 6 : 1 1 8 9 - 1 1 9 5 .
-------------------------- # 1 9 6 7 .  F u r t h e r  i m m u n o l o g i c a l  s t u d i e s  o f  c h e m i c a l
c a r c i n o g e n e s i s .  J .  N a t .  C a n c e r  I n s t .  3 8 : 5 1 5 - 5 2 6 .
-------------------------- - 1 9 6 9 .  I m m u n o s u p p r e s s i o n  by c a r c i n o g e n s .  A n t i b i o t .
C h e m o t h e r .  1 5 : 2 1 3 - 2 3 3 .
83
S t o l e n ,  J . S . ,  T .  G a h n ,  a n d  J .  N a g l e .  1 9 8 1 .  T h e  h u m o r a l  a n t i b o d y  
p r o d u c t i o n  t o  e r y t h r o c y t e  a n t i g e n s  i n  t h r e e  s p e c i e s  o f  f l a t f i s h .  
Dev .  Comp.  I m m u n o l . ,  S u p p l .  2 ,  p p .  1 0 1 - 1 0 6 .
S t r a n d ,  J . A .  1 9 7 5  . S u p p r e s s i o n  o f  t h e  p r i m a r y  immune r e s p o n s e  o f  
r a i n b o w  t r o u t ,  Sa l mo g a i r d n e r i ,  s u b l e t h a l l y  e x p o s e d  t o  t r i t i a t e d  
w a t e r  d u r i n g  e m b r y o g e n e s i s  . P h D t h e s i s ,  U n i v e r s i t y  o f  
W a s h i n g t o n ,  S e a t t l e .
S y p e k ,  J . P . ,  a n d  E . M .  B u r r e s o n .  1 9 8 3 .  I n f l u e n c e  o f  t e m p e r a t u r e  on 
t h e  immune r e s p o n s e  o f  j u v e n i l e  s u mm e r  f l o u n d e r ,  P a r a l i c h t h y s  
d e n t a t u s  , a n d  i t s  r o l e  i n  t h e  e l i m i n a t i o n  o f  T r  y p a n o p  l a  sma 
b u l l o c k i  i n f e c t i o n s .  Dev .  Comp.  I mmunol .  7 : 2 7 7 - 2 8 6 .
T e m p l e t o n ,  W . L . ,  E . A .  S u t t o n ,  R.M.  B e a n ,  R . C .  A r n e t t ,  J . W.  B l a y l o c k ,  
a n d  R . E .  W i l d u n g .  1 9 7 5 .  O i l  p o l l u t i o n  s t u d i e s  o n  L a k e  
M a r a c a i b o ,  V e n e z u e l a .  P a g e s  4 8 9 - 4 9 6  j ln P r e v e n t i o n  a n d  c o n t r o l  o f  
o i l  p o l l u t i o n .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  c o n f e r e n c e ,  M a r c h  2 5 - 2 7 ,  S a n  
F r a n c i s c o ,  C a l i f o r n i a ,
V e n d e r m e u l e n , J . H . ,  a n d  W. R.  P e n r o s e .  1 9 7 8 .  A b s e n c e  o f  a r y l
h y d r o c a r b o n  h y d r o x y l a s e  (AHR) i n  t h r e e  m a r i n e  b i v a l v e s .  J .  F i s h .
R e s .  Bd.  Can .  3 5 : 2 3 5 - 3 1 2 .
V o s s ,  E . W. , S .  R u d i k o f f ,  a n d  M.M. S i g e l .  1 9 7 1 .  C o m p a r a t i v e  l i g a n d -  
b i n d i n g  by p u r i f i e d  n u r s e  s h a r k  n a t u r a l  a n t i b o d i e s  a n d  a n t i - 2 , 4 -  
d i n i t r o p l i e n y l  a n t i b o d i e s  f r o m  o t h e r  s p e c i e s .  J .  I mmunol .  1 0 7 : 1 2 -  
1 8 .
W e e k s ,  B . A . ,  a nd  J . E .  W a r r i n e r .  1 9 8 4 .  E f f e c t s  o f  t o x i c  c h e m i c a l s  on 
m a c r o p h a g e  p h a g o c y t o s i s  i n  two e s t u a r i n e  f i s h e s .  H a r .  E n v . R e s .  
1 4 : 3 2 7 - 3 3 5 .
W h i p p l e ,  J . A . ,  M.B.  E l d r i d g e ,  P .  B e n v i l l e ,  J r .  1 9 8 1 .  An e c o l o g i c a l  
p e r s p e c t i v e  o f  t h e  e f f e c t s  o f  m o n o c y c l i c  a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s  on 
f i s h e s .  P a g e s  4 8 3 - 5 2 4  j jn F . J .  V e r n b e r g ,  A.  C a l a b r e s e ,  F . P .  
T h u r b e r g ,  a nd  W.B.  V e r n b e r g ,  e d s .  B i o l o g i c a l  m o n i t o r i n g  o f  m a r i n e  
p o l l u t a n t s .  Ac a d e mi c  p r e s s ,  New Y o r k . '
Z e e m a n ,  M . G . ,  a nd  W.A. B r i n d l e y .  1 9 8 1 ,  E f f e c t s  o f  t o x i c  a g e n t s  u p o n  
f i s h  immune s y s t e m s :  a r e v i e w .  P a g e s  1 - 1 4 3  i n  R . P .  S h a r m a  , e d .  
I m m u n o l o g i c  c o n s i d e r a t i o n s  i n  t o x i c o l o g y ,  V o l .  2 .  CRC P r e s s ,  
Boca  R a t o n ,  F l o r i d a .
VITA
C a t h e r i ne  Nan_cy P o u r r e a u
Bo r n  a t  N e u i l l y  s u r  S e i n e ,  F r a n c e ,  A p r i l  3 0 ,  1 9 5 8 .  G r a d u a t e d  f r om 
L y c e e  F u s t e l  d e  C o u l a n g e s ,  M a s s y ,  F r a n c e ,  w i t h  a  B a c c a l a u r e a t  D 
( P h y s i c a l ,  c h e m i c a l ,  and  b i o l o g i c a l  s c i e n c e s ) ,  1 9 7 6 .  G r a d u a t e  o f  t h e  
C o l l e g e  o f  W o o s t e r ,  W o o s t e r ,  O h i o ,  1 9 8 0 ,  B a c h e l o r  o f  A r t s  i n  B i o l o g y .  
E n t e r e d  t h e  V i r g i n i a  I n s t i t u t e  o f  M a r i n e  S c i e n c e  o f  t h e  C o l l e g e  o f  
W i l l i a m  a n d  M a r y ,  A u g u s t ,  1 9 8 1 .  F e l l o w  i n  t h e  G r a d u a t e  a n d  
P r o f e s s i o n a l  O p p o r t u n i t i e s  P r o g r a m ,  D e p a r t m e n t  o f  H e a l t h ,  E d u c a t i o n ,  
a n d  Wei  I f  a r e ,  1 9 8 1 - 8 3  . G r a d u a t e  o f  t h e  F i s h  H e a l t h  Manangement  Long 
C o u r s e ,  F i s h e r i e s  Academy,  R a t i o n a l  F i s h e r i e s  C e n t e r ,  L e e t o w n ,  W e s t  
V i r g i n i a ,  1 9 8 4 .
